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Projede klinik olarak kullanımı yaygın bir ilaç olan doksisiklinin antibiyotik özelliğinin 
yanında sahip olduğu matriks metalloproteinaz enzimlerini engelleme fonksiyonu kullanılarak 
osteoartrit hastalığının tedavisine yönelik yeni bir yaklaşım geliştirilmiştir. Kıkırdak 
hasarlarındaki temel sorun olan matriks yıkımını engellemeye yönelik bu yöntemde, 
antibiyotik özelliği ile ilacın diğer dokularda yan etki oluşturmaması ve daha etkin olabileceği 
yüksek dozda kullanımının mümkün olması için doksisiklinin biyouyumlu, polimerik bir 
taşıyıcıda lokal olarak osteoartritli ekleme uygulanabileceği mikroküre formunda kontrollü ilaç 
salım sistemi hazırlanmıştır. Ayrıca bu sistemin tedavideki etkinliğini arttırmak için ikinci bir 
grup mikroküre doksisiklinin kondroitin sülfatla birlikte yüklenmesi ile oluşturulmuştur. 
Mikrokürelerin hazırlanması, in situ özelliklerinin belirlenmesi ve in vitro üç boyutlu osteoartrit 
modelinde biyouyumluluk ve biyoetkinliklerinin incelenmesi temelde ODTÜ Mühendislik 
Bilimleri Bölümü, Biyomalzeme ve Doku Mühendisliği Laboratuvar’ında ve kısmen ODTÜ 
Merkez Laboratuvar’ında yapılmıştır.  Malzemelerin canlı sistemde osteoartrit modelinde  
uygulanması ODTÜ Mühendislik Bilimleri Bölümü Deney Hayvanları Laboratuvar’ında 
gerçekleştirilmiştir. Uygulama sonrası tedavi etkinliğine yönelik histolojik analizlerHacettepe 
Üniveristesi Histoloji ve Embroloji AD’da, radyolojik incelemeler ODTÜ Sağlık ve Rehberlik 
Merkezinde, Biyomekanik analizler ise ODTÜ Teknokent’te bulunan FAMEMED firmasında 
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Osteoartrit (OA), genellikle bir travma veya yaşlanma ile oluşan dejeneratif bir eklem 
hastalığıdır. Artrit tedavileri ağrıyı gidermeye, eklemdeki tutukluğu azaltmaya yönelik 
semptomatik tedavilerdir. Hastalığı tamamen ortadan kaldıran bir tedavi şekli yoktur. 
Bu projede, Polikaprolakton (PCL) mikroküreler içine Matriks metalloproteinaz enzimlerini 
engelleyici etkisi olan Doksisiklinin (D) hapsedilmesi ile kontrollü salım sistemi hazırlanması 
ve bu sayede kıkırdak hasarının ilerlemesini engellemeye yönelik yeni bir tedavi stratejisi 
geliştirilmesi amaçlanmıştır. Ayrıca yenilenme sürecini geliştirmek amacıyla kondroitin sülfat 
(CS) molekülü doksisiklin ile birlikte mikrokürelere hapsedilmiştir. In situ doksisiklin salımının 
kontrollü ve uzun süreçte olması (3 ayda %37 ilaç salımı), iyi ilaç hapsetme verimliliği (%30) 
ve istenilen boyutlarda olması hazırlanan ilaç salım sistemlerinin eklem içi uygulamaları için 
uygunluğunu göstermiştir. Geliştirilmiş mikrokürelerin biyouyumluluğu ve biyoetkinliği 
sırasıyla 3T3 fibroblast hücre hattında ve kıkırdak hücre kültürlerinde incelenmiştir. Üç 
boyutlu model, osteoartritli kıkırdak hücrelerinin agaroza içine gömülmesi ve deney süresince 
ön-enflamatuar sitokinlerden olan interlökin-1β (IL-1β) ile birlikte inkubasyonu ile 
oluşturulmuştur. D ve D-CS mikrokürelerin biyoetkinliği in vitro koşullarda, kıkırdak hücreler 
tarafından salgılanan matriks bileşenlerinin (glikosaminoglikan ve hidroksiprolin-kollajen) ve 
matriks metalloproteinaz 13 (MMP-13) miktarlarının ölçülmesi ile değerlendirilmiştir. 
Mikroküre tedavilerinin hücreler tarafından sentezlenen GAG ve kollajen miktarlarını 
etkilemediği, ancak parçalanarak vasat salınan GAG miktarlarının azalması ve MMP-13  
aktivitesinin düşmesi sonuçlarıyla matriks metalloproteinaz enzimleri üzerinde engelleyici 
etkisinin olduğu gösterilmiştir. İn vivo deneylerde tavşan femorokondil eklemlerine kollajenaz 
enzimi enjeksiyonu ile geliştirilen OA modelinde geliştirilen salım sistemlerinin tedavi etkinliği 
incelenmiştir. OA gelişimini takip eden 6 hafta sonunda yapılan hyaluronan (HYA) 
enjeksiyonu sonuçlarının 4 ve 8 haftalık uygulamaları kontroller gruplarıyla karşılaştırılmış ve 
ilaç tedavi gruplarında etkin tedavi süresi 8 hafta olarak belirlenmiştir. D veya D-CS 
mikroküreler iki farklı dozda yine 6 hafta OA gelişimi sonrasında eklemlere enjekte edilmiş ve 
8. hafta sonunda tavşanlar termine edildikten sonra eklemlerdeki iyileşme radyografik 
puanlama, histolojik analiz ve biyomekanik testler ile değerlendirilmiştir. CS’in eklenmesinin 
in vitro deneylerde özellikle MMP-13 düzeyinde olumlu katkısı gözlenmiştir. In vivo 
deneylerin radyolojik ve biyomekanik analizlerinde de yine bu ajanın doksisiklinin pozitif 
etkisini daha anlamlı hale getirdiği bulunmuştur. D ve D-CS yüklü mikrokürelerin enjekte 
edildiği grupların HYA enjekte edilmiş ve tedavi görmemiş gruplarla karşılaştırıldığında genel 
tedavi potansiyelleri açısından daha iyi olduğu gözlenmiştir. 




Osteoarthritis (OA) is known as degenerative joint disease which usually occurs after a 
trauma or upon aging. Treatments for OA are usually symptomatic; relieve the pain, 
decrease the paralysis of the joint and increase joint mobility without neither regeneration of 
the cartilage tissue nor preventing its further breakdown. In this project, we aimed to develop 
a sustained delivery system of doxycycline, (D), which has inhibitory effect on Matrix 
Metalloproteinase  enzymes, in the form of Polycaprolactone (PCL) microspheres to provide 
a new strategy for the treatment by preventing the progression of cartilage degeneration. 
Besides this, in order to improve regeneration process, chondroitin sulfate (CS) was also 
added to the microspheres together with D. In situ experiments showed the suitability of 
microspheres for intraarticular applications with their D release being controlled and 
sustained (37% cumulative drug release in 3 months),  good drug encapsulation efficiency 
(30 %) and having desired dimensions. Biocompatibility and bioefficiency of the developed 
microspheres were shown with 3T3 fibroblast cell line and chondrocyte cell cultures 
respectively. The three-dimensional (3D) in vitro model was obatined by using agarose 
embedded osteoarthritic rabbit chondrocytes which were subjected to an inflammatory 
cytokine, interleukin-1beta (IL-1β) throughout treatments for immitating the disease 
conditions. In vitro evaluations of the bioefficiency of the D and D-CS microspheres were 
performed by measuring the amounts of cartilage matrix components; glucoseaminoglycan 
(GAG), hydroxyproline-collagen, as well as by measuring Matrix Metalloproteinaz 13 (MMP-
13) activity analysis. Microsphere treatments showed no significant effect on GAG and 
collagen amounts synthesized by the cells, but the decrease in the amounts of degraded 
GAGs that are released into cell culture media and reduction in MMP-13 activity compared 
with untreated controls showed their supressive effects on Matrix Metalloproteinase 
enzymes. The treatment efficacy of developed drug delivery systems were evaluated with in 
vivo OA model which was established by intraarticular injection of collagenase to the rabbit 
joints. The results of hyaluronan (HYA) injections after 6 weeks of OA development, and 
control groups for 4 and 8 week experiment periods were compared and the efficient 
treatment period for drug therapies were decided as 8 weeks. D or D-CS MS were applied at 
two different doses into the joints again at the end of 6th week of OA developments and 
treatments were assessed by radiographic scoring, histological analysis and biomechanical 
tests after termination of the rabbits at the end of 8 weeks. Addition of CS showed positive 
effect on especially in vitro experiments of MMP-13 levels. The radiological and histological 
analysis of in vivo experiments also demonstrated that this agent improved the positive effect 
of doxycycline. It was also observed that D ve D-CS MS treated grups were better than HYA 
injected and untreated groups in terms of overall treatment potencies. 




Artrit pek çok çeşit içeren dejeneratif eklem hastalıklarının ortak adıdır. Bu hastalıklar 
ülkemizde ve dünyada önemli güç kaybına neden olmaktadır. Özellikle osteoartritin, travma 
sonucu daha erken yaşlarda ve ani olarak da gelişebilmesi ve kendini onarımı kısıtlı bir doku 
olan kıkırdakta önemli hasarları içermesi bu yaygın sağlık sorununu ülkemiz açısından daha 
önemli hale getirmektedir. Daha önce denenmemiş yeni yaklaşımlara ve özellikle ilaç salım 
sistemleri ile lokal tedavilere yönelim her geçen gün artmaktadır. Bunun temel sebepleri  
tedavide kullanılan ilaçların yan etkilerinin çok olması, uzun süreçli uygulama gerektirmeleri 
ve yüksek maliyetleri ile belirli seviyedeki hasarlarda kesin bir tedavi sağlayamamaları olarak 
sayılabilir. Son yıllarda kıkırdak onarımı için, hastalığın gidişini değiştiren ilaç tedavisi veya 
farklı cerrahi tedavi yöntemleri de kullanılmaktadır. Bu ilaçlardan kıkırdağın ana 
bileşenlerinden olan kondroitin sülfat veya glikozaminoglikanlar, ağızdan alınan 
formulasyonlar olarak kullanılmakta, ancak şeker hastalığında kullanılamama, sınırlı iyileşme 
ve yüksek maliyet gibi sorunlar içermektedirler. Bu grupta kullanılan diğer bir ilaç, 
hiyaluronan, eklem içine uygulanarak bu sorunlara kısmı çözüm getirmekte ve hastalarda % 
50 başarı ile olumlu sonuç vermektedir. Ne var ki, bu yöntemde de diğer iki ilaçtaki sınırlı 
iyileşme sorunu yanı sıra uygulamanın periyodik olarak yapılması nedeniyle hasta ve doktor 
için ek tedavi süresi ve materyali maliyeti sorunları da bulunmaktadır. Küçük veya orta 
büyüklükteki kıkırdak yaralanmalarının onarımında kullanılan cerrahi yöntemlerde de sınırlı 
iyileşme sağlanabilmektedir. Doksisiklin ve türevi ilaçların kıkırdak hasarından sorumlu olan 
matriks metalloproteinaz ve kollajenaz türü enzimleri engelleyici özelliği bilinmesine rağmen 
yan etkileri nedeniyle sistemik kullanımı kısıtlıdır. Bu nedenlerle, henüz klinikte bu ilaçlar ile 
kıkırdak hasarları tedavisi amacıyla denemelere rastlanmamıştır. Bu projede doksisiklin 
içeren kontrollü salım sistemlerinin hiyoluranan taşıyıcılarla enjekte edilebilir formda 
geliştirilerek tek seferlik uygulanmasının, kollajen doku yıkımının engellenmesini sağlayarak 
konvansiyonel tedaviyi güçlendirdiği gösterilmiştir. Bu nedenle geliştirilen sistemin yukarıda 
bahsedilen sorunlara çözüm getirmesi beklenmektedir. Projede geliştirilen sistemdeki bütün 
malzemelerin klinikte farklı amaçlar için kullanılması ve biyouyumlu olması klinik uygulamalar 
için bir ürüne dönüştürülebilmesini kolaylaştırmaktadır. Ayrıca doksisiklin ve kondroitin sülfat 
içeren bu salım sisteminin sadece hasarlı bölgeye uygulanabilmesi, uzun süre lokal etkinlik 
sağlarken diğer dokulara hiçbir yan etki göstermemesi nedeniyle de önem taşımaktadır. 
Doksisiklin salım sisteminin analitik modellenmesi ile önemli parametrelerin salımdaki 
rolünün matematiksel gösterilmesi ve bu parametrelerdeki değişimin salım hızına etkisi de 
grubumuzca çalışılmıştır.  
Bu proje kapsamında yürütülen araştırmalar Mühendislik Bilimleri Bölüm’ü doktora öğrencisi 
Özlem Aydın’ın doktora tezinin bir kısmı olarak Temmuz 2011’de sunulmuş ve başarılı 
12 
 
bulunmuştur. Proje ve tez kapsamındaki sonuçlar, biyomalzeme, biyomedikal, fizikokimya, 
biyokimya, temel tıp, biyomekanik ve matematiksel modelleme gibi farklı alanlarda yeni 
bilgiler üretilmesini sağlamıştır. Bu sonuçların literatüre anlamlı katkı getireceği 
düşünülmektedir. Son yıllarda hastalıkların tedavisinde konvansiyonel tedavilerin yanında 
farklı stratejiler geliştirilmesine yönelik çalışmaların sayısı artmaktadır. Klinikte uygulamaya 
dönüşme potansiyeli yüksek olan ve farklı ürünler olarak dünya çapında kullanımı artan bu 
sistemlerin ilaç  sektörüne ekonomik ve işlevsel yeni boyut kazandıracağı düşünülmektedir. 
Bu çalışma, elde ettiği sonuçlar ile özellikle toplumda büyük kesimi etkileyen osteoartirit 




1. Genel bilgiler  
Kıkırdak hasarları tedavisi zor hastalıklardır. Yaşlı nüfusun artması, halk arasında eklem 
kireçlenmesi olarak da adlandırılan artrit hastalığının da daha sık görülmesine neden 
olmaktadır. Bu hastalık, 1988’den günümüze artış gösteren yapay eklem uygulamalarının 
artık toplumun daha geniş kitlelerine yayılmasına neden olmuştur. Dejeneratif eklem hastalığı 
olarak da tanımlanan artritin toplumda oldukça yaygın olduğu ve yaşlanan nüfusun 
artmasıyla uygulanacak eklem değiştirme cerrahisinin de artacağı öngörülmektedir. Amerika 
Birleşik Devletleri’nde 2030 yılında yaklaşık 700.000 kişiye kalça ve diz eklemi değiştirme 
cerrahisinin uygulanacağı öngörülmektedir. Bu cerrahilerin 1995 yılında ABD sağlık 
bütçesine doğrudan yükünün 54.589 milyon dolar olduğu, kalıcı sakatlıkların ise maliyetinin 
41.597 milyon dolara ulaştığı bildirilmektedir.  
Cerrahinin kendisi veya neden olduğu morbidite/mortalite dışında kişilerin iş ve güçlerinden 
uzak kalmalarının maliyeti bu sayılara yansıtılmamıştır. Ayrıca, cerrahi ile dahi eski is gücü, 
hatta günlük aktivitelerine dönmeyen hastaların bulunduğu bilinmektedir. İşin mali boyutunun 
ötesinde özellikle morbidite ve mortalitenin kişinin kendisinde veya çevresinde 
oluşturabileceği sosyal ve psikolojik yıkım belirsizdir.  Eklem hastalıkları, bir travma sonucu 
(sportif aktivitelerde karşılaşılan hasarlar gibi) ya da yaşlanma sürecindeki metabolik 
değişimler sonucu oluşabileceği gibi kontrol edilmemiş enfeksiyonlarla veya vücudun 
bağışıklık sisteminin kendi dokularına saldırmasıyla da gelişebilmektedir. İlerleyen yaşlarda 
vücudun onarım kapasitesi düşmekte ve buna bağlı kıkırdak doku kaybı artmaktadır. Yaş, 
genetik faktörler, cinsiyet, şişmanlık, doğuştan anatomik eklem bozuklukları, mesleki faktörler 
osteoartirit hastalığının gelişmesini neden olabilecek risk faktörleridir. Yaş ile eklem 
(sinoviyal) sıvısında azalmalar sonucunda eklem kıkırdağının esneme kapasitesi azalmakta 
ve bu da eklemler üzerindeki yükü arttırmaktadır. Bu nedenle eklem bölgesinde kıkırdak 
dejenerasyonu gelişmektedir. 
Eklem iltihaplanması sürecinde şişme, kızarıklık ve ağrı görülür. Artrit'in birçok çeşidi olduğu 
için, teşhis ve tedavi aşamalarıda farklılık ve çeşitlilik içerir.  Romatoid artritte tedavi sinoviyal 
dokuya yöneliktir ve bağışıklık sistemine ya da inflamasyona karşıt ajanların uzun süreçli 
kullanılmasını içerir. Osteoartritte ise, kıkırdak dokusunun iyileşme potansiyelinin azlığı ve 
genelde hastalık farkedildiğinde yüksek miktarda kıkırdak hasarı oluşmuş olması nedeniyle, 
uygulanan ilaç tedavileri ancak ağrıyı ve eklemdeki tutukluluğu azaltma ve eklemin daha 
fazla hasar görmesini engellemeye yöneliktir. Erken safhalarda tedavi eklemdeki 
inflamasyonu gidermeye yöneliktir (KUTSAL, 1999; KUTSAL, 2003). Osteoartrit, artrittin en 
sık rastlanan türüdür. 65 yaş üstü erkeklerin %60’ı ve kadınların ise %70’inde görülmektedir 
(SARZİ-PUTTİNİ,  2005; GERWIN, 2006, DENG, 2007). Osteoartritli kıkırdağın mekanik 
özellikleri, normal kıkırdaktan daha az sertlikte (stiffness) ve daha azalmış çekme 
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mukavemetinde olduğunu göstermektedir. Artritli kıkırdakta matriks bozulmasının ilk belirtisi 
doku su tutma ve geçirgenliğindeki artışıdır. Bunun temel sebebi dokudaki negatif yüke sahip 
proteoglikanların yarattığı ozmotik basıncın kollajen ağının yıkımından dolayı kontrol 
edilememesidir. Artritli dokularda kollajenaz (kollajeni parçalayan enzim) aktivitesinin genetik 
olarak artmış olduğu, bunun sonucu olarak da ortamda çok miktarda parçalanmış kollajen tip 
II bulunduğu görülmüştür (EISENBERG, 1988, THIABAULT, 2002). Doksisiklin ve türevi 
ilaçların metaloproteinazları ve kollejenaz enzimini engelleyici etkinliği birçok in vitro 
çalışmada gösterilmiştir. Matriks metaloproteinazlar bağ dokuyu (özellikle kollajeni) 
parçalama ve bozma özelliğine sahip enzimlerdir (NAGASE, 2003; MILNER, 2005; WANG, 
2008). Bunlardan özellikle MMP-13’ün, önceleri sadece insanda meme kanserinde kollajenaz 
etkisi gösterdiği ve ratlarda kemik dokusundaki osteoblastlarla ilgili kollajenaz olduğu 
düşünülmüş fakat daha sonra bunlara ilaveten insanda kemik ve kıkırdak dokusunda da 
bulunduğu görülmüştür. Bu kollajenazın (MMP-13) kıkırdakta baskın olarak bulunan tip II 
kollajeni, tip I’den daha etkin bir biçimde parçaladığı da ispatlanmıştır. Bunun yanısıra aynı 
kollajenazın yine kıkırdakta matriks temel malzemesi olan proteoglikanları ve kollajenin farklı 
bir formu olan jelatini de parçaladığı gösterilmiştir (AIGNER, 2003; WILSON, 2007). Bu 
etkilerinden dolayı MMP-13, kollajenazın kıkırdak yıkımlarına en çok sebep olduğu bilinen 
romatoid artrit ve osteoartritte kıkırdak dokusunun bozulmasındaki ana mekanizmada rol 
aldığı düşünülmektedir. Doksisiklin türevi ilaçların gelişmekte olan kemik ve diş dokusunda 
olumsuz etkisinin olduğu da bilinmektedir. Bu ve diğer yan etkileri (antibiyotik özellikleri ile 
ilgili) nedeniyle bu ilaçların sistemik kullanımı kısıtlıdır. Bu nedenlerle, hücre kültürü 
çalışmaları, MMP’lerin kollajen yıkımını önlemek üzere inhibitör (engelleyici) potansiyelleri 
olan doksisiklin türü ilaçların terapötik kullanımını gerekli gösterse de henüz klinikte bu ilaçlar 
ile denemelere rastanmamıştır. Buna rağmen dünya çapında pek çok laboratuvarda 
kollajenaz aktivitesini inhibe etmek üzere doksisiklin analogları ile ilgili araştırmalar farklı 
dokular üzerinde sürmektedir (HANEMAAIJER, 1998; DENG, 2007; SHANMUGANATHAN, 
2008). Bu araştırmaların amacının kemik kollajenazlarına nötr ve kıkırdak dokusundakilere 
karşı etkin bir analog bulmak olduğu görülmektedir. Bu aşamada antimikrobiyal etkinliği 
ortadan kaldırılmamış olsa dahi,  kollajenaz aktivitesi korunan doksisiklin lokal olarak 
(sistemik veya lokal hücreler üzerinde olumsuz etki göstermeyecek kadar az dozlarda 
çıkışını sağlayacak bir salım sistemi içerisinde) kullanmanın kıkırdak hasarlarının tedavisine 
yeni bir yaklaşım getireceği düşünülmektedir. Özellikle kanser gibi birçok tedavisi zor 
hastalığa karşı ilaç hedeflendirilmesi yöntemi üzerine dünyada yaygın olarak araştırmalar 
sürmektedir. Bu tür tedavilerin yakın gelecekte klinikte de konvansiyonel ilaç uygulamalarının 
yerini alacağı düşünülmektedir. Temelde ilaç hedeflendirilmesi sadece hasarlı bölgeye etken 
maddenin biyouyumlu taşıyıcılar içerisinde verilmesi (pasif hedeflendirme) veya hasarlı 
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hücreleri bulacak özel ligandlar bağlanması sonucunda sistemik olarak uygulanmasını (aktif 
hedeflendirme) içermektedir.  
Bu projede kıkırdak dokusunun sistemik olarak ulaşılması zor bir yapıda olması (kapalı bir 
sistem olması) ve lokal tedavinin desteklenmesini sağlayacak malzemelerin de taşıyıcı 
rolüyle kullanılmasının mümkün olması nedeniyle pasif hedeflendirme yöntemi uygun 
bulunmuştur. Günümüzdeki kıkırdak tedavileri temelde osteoartrit sonucu dokuda 
kaybedilmiş olan ve eklem kıkırdağının kemikten gelen mekanik kuvvetlere direncini artıran 
proteoglikanların (hiyaluronan gibi) aralıklarla enjeksiyonunu içermektedir. Ancak kıkırdak 
yıkımındaki önemli bir parametre olan kollajenin MMP-13 tarafından parçalanmasına veya 
kollajen dokusunun onarımına yönelik hiçbir tedavi bulunmamaktadır (HOLLAND, 2003; 
WILSON, 2007; SHANMUGANATHAN, 2008). Bu amaçlarla yukarıda bahsedilen 
antikollajenaz etkisi olan doksisiklin içeren salım sistemleri hazırlanıp, hiyoluranan 
taşıyıcılarla enjekte edilebilir formda uygulanmasının hem kollajen doku tedavisi hem de 
konvansiyonel tedaviyi birleştireceği düşünülmektedir. Böylece şu an uygulanmakta olan 
haftada bir veya iki hiyaluronan enjeksiyonu gibi hem hasta hem de ortopedist açısından 
yorucu ve zahmetli bir tedavi yönteminin sadece tek seferlik uygulamaya dönüştürülebilmesi 
ve daha başarılı sonuçlar elde edilebilmesi hedeflenmektedir. 
Kıkırdak için dizayn edilmiş biyomalzemenin yapısal ve mekanik özellikleri içinde mükemmel 
biyouyumluluk, kontrol edilebilir bozunum oranı ve iyi işlenebilirliği gelir (HEYWOOD, 2004). 
Kıkırdak dokusunun yeniden oluşumundaki başarı, seçilen biyomalzemenin kıkırdak 
dokusunun doğal yapısına ne kadar benzer olduğuyla ilgilidir. Hiyaluronan, hücreler arası 
matrikste çok miktarda bulunmaktadır (SOLCHAGA, 2001). Kondroitin sülfat, prototeoglikan 
ve tip 2 kollajen sentezine katkıda bulunur (SECHRIEST, 2000). Dolayısıyla kıkırdak 
dokusunu tedavi etmek için kullanılılan bu ajanlar zaten kıkırdak dokusunun 
yapıtaşlarındandır (DENG, 2007). 
Literatürde doksisiklin ve benzeri anibiyotiklerle hazırlanmış polimerik salım sistemleri ile ilgili 
pek çok in situ, in vitro ve in vivo araştırma bulunmaktadır (SENDİL, 1999; SLOTS, 1990; 
AISHWARYA, 2008; PATEL, 2008)Bu sistemler genellikle mikrobiyal kökenli hastalikların 
(enfeksiyonların) lokal tedavisini amaçlayarak geliştirilmiştir. Septik artrit tedavisi için enfekte 
olmuş eklem için geliştirilmiş yavaş salım formülasyonları doksisiklin ile hazırlanmıştır. 
Doksisiklinin tetrasiklin grubu antibiyotikler içinde en stabil olduğu bilinmektedir  (Şekil 1). 
Dolayısıyla yavaş  salım formülasyonları için en uygun antibiyotiktir (HAERDI-LANDERER, 
2008). Ayrıca doksisiklinin kondrosit koruyucu olduğu hem in vitro hem de insan üzerinde 
klinik deneylerde belirlenmiştir. Doksisiklinin hayvan eklemlerindeki doku uyumluluğu ise 
kanıtlanmıştır (HAERDI-LANDERER, 2008; HAERDI-LANDERER, 2007). Periodontal 
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hastalıklarda doksisiklinin diğer tetrasiklin grubu üyelerine nazaran toksik yan etkilerinin 
oldukça az olduğu görülmüştür (PATEL, 2008; MUNDARGI, 2007). 
 
 
Şekil 1. Doksisiklin hyclate’in kimyasal yapısı (Sigma-Aldrich) 
 
Antimikrobiyel özelliklerinin dışında, doksisiklinin, matriks metalloproteinazları (MMP) inhibe 
ettiği de gösterilmiştir (NORDSTROM, 1998; SIEMONSMA, 2003, PATEL, 1999). Doksisiklin 
tedavisinin antimikrobiyel dozun altında, periodontal hastalıkların aktivitesini MMP’leri ve ön-
inflamasyon sitokinleri azaltarak düşürdüğü bulunmuştur (CHOI, 2004). Doksisiklinin MMP 
aktivitesini artiritte, periodontitiste (GAPSKI, 2004) ve aortik anevrizmada (MANNING, 2003) 
azalttığı görülmüştür (SHANMUGANATHAN, 2008).  
Henüz doksisiklinin türevleri ile veya kollajenaz etkisine sahip analogları ile kıkırdakta 
osteoartrit modelinde tedavi araştırılmak üzere yapılmış bir salım sistemi çalışması 
bulunmamaktadır. 
Poli ε-kaprolakton (PCL), alifatik poliesterler grubundan biyobozunur bir polimerdir (Şekil 2). 
PCL, aynı zamanda biyouyumlu bir polimer olmasından dolayı da kontrollü ilaç salım 
sistemleri ve diğer biyomalzeme araştırmalarında da yıllardan beri kullanılan bir malzemedir. 
Yarı kristal bir yapıya sahip olan PCL’in camsı geçiş sıcaklığının (Tg),  eksi 60oC’den düşük 
olduğu literartürde belirtilmiş ve proje araştırmalarında da gösterilmiştir. Düşük kristalinitesi 
ve Tg’sine rağmen diğer poliesterlere göre daha yavaş bozunması, PCL’in daha uzun süreli 
tedavi amacına yönelik salım sistemlerinde tercih edilmesine sebep olmuştur. Ayrıca 
mekanik özelliklerinin çok kuvvetli olmaması mekanik mukavemet gerektiren 
biyomalzemelerde (yük taşıma amacıyla- kemik implantları gibi) bu polimerin tek başına 
kullanımını kısıtlamaktadır. Bu özelliklerinin geliştirilmesi için farklı polimerlerle karışım 
(blending)- kopolimerizasyon veya  farklı malzemelerle kompozit yapılabildiği görülmektedir 
(ERDEMLI, 2010; SINHA, 2004; MUNDARGI, 2007). Bu özellikleri dışında PCL’in eklem 
kıkırdağındaki sinoviyal bölgeye uygulanacak bir salım sistemi taşıyıcısı olarak 
kullanılmasının  uygunluğunu gösteren diğer sebepler biyouyumlu, biyobozunur olması ve 
aynı zamanda bozunum sonucunda diğer poliesterler gibi asidik bir çevre oluşturmamasıdır 
(AISHWARYA, 2008 ).Böylece kıkırdak dokusundaki protein ve hücrelerin hiçbir şekilde zarar 
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görmemesi, istenilen rejenerasyona ulaşılması beklenmektedir. Literatürde PCL için farklı 
salım sistemi denemelerine rastlanmıştır. Bunlardan protein salımı ile ilgili olanlarda  
(BENOIT, 1999; OSTACOLO, 2008), bu polimerin protein bütünlüğü ve ortamın pH’sını 
değiştirmeyişi nedeniyle tercih edildiği belirtilmektedir (OSTACOLO, 2008; AISHWARYA, 
2008). PCL’in diğer polimerlere oranla düşük bozunması, menapoz sonrası hormon tedavileri 
gibi uzun süreli tedaviler için tercih edilmesine de neden olmaktadır (ZALFEN, 2008). Ayrıca 
in vitro çalışmalardaki stabilitesi ve düşük maliyeti de bu polimerin çok tercih edilmesinde 
etkendir (HA, 1997; LUCIANI, 2008). 
 
 
Şekil 2.Siklik kaprolakton ve onun homopolimeri olan PCL’in kimyasal yapıları (NAIR, 2007). 
 
Biyoaktif ajanların kontrollü salım sistemleri diğer hastalıkların tedavisinde de öne 
çıkmaktadır. Özellikle kanser tedavilerinde kontrollü salım çalışmaları gelişim aşamasındadır 
(NISHIYAMA, 2006; PURI, 2008). Kalp, beyin ve hatta diş hastalıkları tedavisine yönelik 
araştırmalarda da polimerik salım sistemleri kullanılmaktadır (MUNDARGI, 2007; 
AISHWARYA, 2008; PATEL, 2008; RAFFIN, 2007; WESTEDT, 2006). Hasarlı veya enfekte 
kemik dokusunun tedavisi için de enjekte edilebilir sistemler kullanılmasını içeren  klinik 
olarak kullanılan sistemler bulunmakta (DIEFENBECK, 2006; HANSSEN, 2005), bunların 
daha etkin formlarına yönelik araştırmalar sürmektedir (YOUNG, 2008). Farklı ilaç 
denemeleri de mevcuttur. Bunlardan  deksametazon, sentetik, steroidal anti-inflamatuar bir 
ilaç olup, implanttan dolayı oluşan ağrı ve inflamasyonu gidermek için mikroküre ve lipozom 
formlarında hazırlanmıştır (ZOLNIK, 2008).  
Normal eklemlerde sitokinlerin önemli rol aldığı anabolik ve katabolik metabolizma denge 
içindedir. İnterlökin-1 (IL-1), interlökin-6 (IL-6) ve tümör nekroz faktörü (TNF-α) gibi sitokinler, 
proinflamatuar sitokinler olarak bilinir. Bu sitokinler, inflamatuar değişikliklerin oluşmasında 
ve patojenin ortadan kaldırılmasını sağlayan hızlı bağışıklık yanıtının ortaya çıkmasında rol 
alırlar. IL -1’in IL-1α ve IL-1β olmak üzere iki alt tipi vardır. Ayrıca interlökinlerin, sepsis, 
diyabet, otoimmun hastalıklar ve osteoporoz oluşumunda etkili oldukları da düşünülmektedir. 




Birbirleri ile sadece % 26 oranında benzer olmalarına rağmen biyolojik aktiviteleri ve 
potansiyelleri benzerdir. Ayrıca aynı hücre yüzey reseptörlerine benzer birleşme eğilimleriyle 
(afinitelerle) bağlanırlar.  
İnterlökin-1 (IL-1), interlökin-6 (IL-6) ve tümör nekroz faktörü (TNF-α) gibi sitokinler, 
proinflamatuar sitokinler olarak bilinir. Bu sitokinler, inflamatuar değişikliklerin oluşmasında 
ve patojenin ortadan kaldırılmasını sağlayan hızlı bağışıklık yanıtının ortaya çıkmasında rol 
alırlar. IL -1’in IL-1α ve IL-1β olmak üzere iki alt tipi vardır. Ayrıca interlökinlerin, sepsis, 
diyabet, otoimmun hastalıklar ve osteoporoz oluşumunda etkili oldukları da düşünülmektedir. 
Bu iki form, farklı genler tarafından kodlanan sırasıyla 159 ve 153 aminoasitlik peptidlerdir. 
Birbirleri ile sadece % 26 oranında benzer olmalarına rağmen biyolojik aktiviteleri ve 
potansiyelleri benzerdir. Ayrıca aynı hücre yüzey reseptörlerine benzer birleşme eğilimleriyle 
(afinitelerle) bağlanırlar.  
Travmalar kıkırdak katabolizmasını artırarak yıpranmayı kolaylaştırır. Yıkıcı süreçler yaşla 
azalan onarım kapasitesini aşınca kıkırdak kaybı başlar ve bu kayıp zamanla artar. Mikro 
travmalar "interlökin-1 β" ve "tümör necrosis factor" gibi sitokinlerin salgılanmasına ve iltihabi 
bir reaksiyona yol açar. Bu sitokinler kondrositlerin proteolitik enzimler salgılamasını artırır; 
böylece kıkırdak hasarı ilerler. Kıkırdak hasarını artıran başlıca enzimler matriks 
metalloproteinazlarıdır. Karşıt etkili "transforming growth factor-beta" ve "insulin-like growth 
factor-1" gibi kıkırdağı koruyucu büyüme faktörleri salgılanması da artar. Gençlerde bu 
büyüme faktörleri iltihaba yol açan sitokinlerin etkisini silmekte başarılı olur. Ancak yaşlanma 
ile dokuların büyüme faktörlerine cevabı gittikçe azaldığı için denge kıkırdak hasarı lehine 
bozulur.  
Bir glikozaminoglikan olan kondroitin sülfat, doğal olarak eklem kıkırdağının hücredışı 
matriksinde bulunur. Kondroitin sülfat, dallanmamış, uzun polisakkarit zincirinde N-
asetilgalaktozamine ve glukuronik asitin tekrarlanan disakkarit yapısını içerir. Pek çok klinik 
çalışmada osteoartrit tedavisi için uygunluğu test edilip kanıtlanmıştır (NERUCCI, 2000). 
Kondroitin sülfat tedavisinin avantajlarının nedenlerinin başında kıkırdak dokusu matriksinin 
sentezlenmesi arttırması, interlökin gibi enflamatuar sitokinlerini bastırması ve kıkırdak 
yıkımını azaltması kabul edilmektedir.   
Bu çalışmada, bu özelliğinin yanı sıra sudaki çözünürlüğünün yüksek olmasından dolayı da 
kullanılmaktadır. Küre yapımında kullanılan Polikaprolakton (PCL), hidrofobik bir polimer 
olduğu için su alarak şişme özelliği göstermez. Dolayısıyla kondroitin sülfatın su alarak 
şişmesi ve bu şekilde de polimerin su difüzyonunu hızlandırması hedeflenmektedir. Bu 
sayede, osteoartrit oluşumu sırasında kıkırdak dejenerasyonuna bağlı olarak artan matriks 
metalloproteinazların (MMP) engellenmesi için kullanılan doksisiklinin daha etkili bir şekilde 
eklem sıvısına diffüzlenmesi ve beraberinde tedaviyi olumlu etkileyeceği düşünülen KS 
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salınması mümkün olacaktır. Yapılan yeni bir çalışmada kondritin sülfat, PLGA partiküllerinin 
içine çift emülsiyon yöntemiyle hapsedilmiş (JIANG, 2011) ve bu salım sisteminin osteoartirit 
tedavisinde başarılı olduğu gösterilmiştir. Projede, kondroitin sülfat ile doksisiklinin PCL 
mikrokürelere birlikte yüklenerek OA kıkırdak üzerinde hastalık seyrini olumlu değiştirme 
potansiyeli de araştırılmıştır.  
Projede yapılan çalışma doksisiklinin veya kollajenaz etkisine sahip analogları ile kıkırdakta 
osteoartrit modelinde tedavi araştırılmak üzere yapılmış ilk salım sistemi çalışmasıdır. 
Günümüzdeki ilaç tedavilerinin yetersizliği ve yüksek maliyeti sebebiyle projedeki gibi 
alternatif tedavi yöntemleri aranmaktadır. Alternatif tedavilerin insan vücudundan önce hücre 
daha sonra ise insan dışı canlılarda test edilmesi, etkinliğin tespiti ve konu ile ilgili temel 
bilgilerin oluşturulması açısından büyük önem taşımaktadır. 
Literatürde bulunan doksisiklin ve türevlerine yönelik kontrollü salım sistemleri önerilen 
projeden tamamen farklı amaçlara yöneliktirler ve tedavi etkinlikleri de farklı yönlerden 
incelenmişlerdir. Literatürde bilgimizce henüz osteoartritte görülen yüksek derecede kıkırdak 
matriks degradasyonuna karşı bir MMP ve kollajenaz inhibitör etkili salım sistemi ile ilgili 
araştırma yapılmamıştır. Biyoaktif ajanların salım sisteminin geliştirilmesi için ön 
araştırmaların canlı veya canlıya ait doku vs. içermeden laboratuvar koşullarında yapılması 
daha sonra in vitro (hücre-doku düzeyinde araştırmalar), in vivo (rat, tavşan gibi hayvanlarla) 
araştırmalarla tedaviye yönelik başarılılığının ve diğer etkilerinin incelenmesini 
gerektirmektedir. Klinik uygulamalara-denemeler geçilmeden önce bu deneylerin optimize 
edilmesi ve istatistiksel verilerle sonuçların gösterilmesi gereklidir. Bu aşamaların 1. kısmını 
oluşturan salım sistemi geliştirme ve laboratuvar koşullarında özelliklerini belirleme 
grubumuzca daha önceden tamamlanmış, TÜBİTAK-TBAG tarafından desteklenen bu proje 




2. Gereç ve Yöntemler 
2.1. Osteoartrit Tedavisine Yönelik Biyoaktif Ajan Taşıyan Mikrokürelerin 
Hazırlanması ve Özelliklerinin İn Situ Ortamda İncelenmesi 
2.1.1.  Doksisiklin Yüklü Mikrokürelerin Hazırlanması 
Doksisiklin yüklü PCL mikroküreler su fazında yağ fazı (oil in water, o/w) emülsiyon 
metoduna göre hazırlanmıştır. Yüzey aktif madde (sörfektant) olarak polivinil alkol (PVA, 
Aldrich) tek başına (% 4) veya  jelatin ile birlikte sulu ortamında hazırlama işlemi, 
doksisiklinin polimer içerisine hapsedilip çözücülerinden uzaklaştırılmasını (solvent 
evaporation) içermektedir. Organik faz için polimer olarak 14 veya 65 kDa molekül 
ağırlığında PCL  ile % 6.5, kloroform çözeltisi hazırlanmıştır. Bu faza 100 mg doksisiklin ilave 
edilip vorteks yardımı ile homojen dağılması sağlanmıştır. Sulu faza organik fazın 
damlatılması sırasında ısı ve karıştırma hızı (1100 rpm) kontrol edilmiştir. Organik faz 
uçurulduktan sonra oluşturulan mikroküreler yıkanıp, santrifüjle dış ortamdan uzaklaştırılmış 
ve 30ºC de vakum etüv (Nüve- EV060) içerisinde kurutulmuştur. Mikroküreler kullanma anına 
kadar 4°C’de desikatörde saklanmıştır. 
2.1.2. Doksisiklin-Kondroitin Sülfat (D-CS) Kombinasyonu Yüklü Mikrokürelerin 
Hazırlanması  
Projede kapsamında  literatürde daha önceden çalışılmamış olan doksisiklin-kondroitin sülfat 
kombinasyonu yüklü PCL mikroküreler geliştirilmiştir. Bunun için öncelikle kondroitin sülfat 
içeren ancak doksisiklin içermeyen PCL mikroküreler hazırlanmıştır. Mikroküre yapımında 
tekli emülsiyon yöntemi kullanılmıştır. Yüzey aktif madde (sörfektant) olarak polivinil alkol 
(PVA, Aldrich) tek başına (% 4) veya  jelatin ile birlikte (% 1’lik konsantrasyonlarda) 
denenmiştir. Mikrokürelerin birbirine yapışması sorunu yüzey aktif madde (sörfektan) olarak 
% 4 PVA (polivinil alkol) kullanılması ile aşılmıştır ve mikroküre boyutlarının küçültmesi 
amacıyla karıştırma hızı yüksek olan homojenizatör (IKA-Ultraturrax T-25) kullanılmıştır. 
Literatürde yapılan araştırmalarda karıştırma hızının arttırılmasının küre boyutlarını 
küçülttüğü gözlenmiştir (RADIN, 2009).  Organik faz olarak hazırlanan 14 veya 65 kDa PCL 
(% 6.5, kloroform) çözeltisine kondroitin sülfat (CS)-2 mg (Sigma) eklenip 4-5 dakika 
boyunca vorteks aracılığıyla homojen dağılması sağlanmıştır. PCL-CS karışımı sulu faza 
damlatılarak üç saat boyunca homojenizatörde (3400 rpm) karıştırılmıştır. Daha sonra 
karıştırmaya kloroformu uzaklaştırmak için 1100 rpm’de devam edilmiştir. Sentrifugasyon ile 
sulu ortamdan ayrıştırılan mikroküreler, sörfektanın mikrokürelerden uzaklaştırılması için iki 
kez saf su ile yıkanıp 6000 rpm’de tekrar sentrifuj edilip vakum fırınında (Nüve- EV060) bir 
gece kurutulmuş ve analizleri yapılana kadar 4°C’de desikatörde saklanmıştır. 
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Tüm optimizasyon denemelerin sonucunda en uygun şekil ve yüzey özelliklere sahip 
mikrokürelerin hazırlanması için düşük moleküler ağırlığa sahip PCL (14 kDa) ve sulu faz 
içinde %4’lük PVA kullanılmasına karar verilmiştir.  Doksisiklin ve kondroitin sülfatın birlikte 
yüklenmesi için tüm şartlar aynı tutulmuş ancak homojenizatör ile yüksek hızda (3400 rpm) 
karıştırma süresi 3 saatten yarım saate indirilmiştir. Mikrokürelerin yapısal kararlılıklarını 
emulsifikasyon ajanının hacmi ve konsantrasyonu etkilediği ve yüksek miktarda PVA’nın 
mikrokürelerin yapısal bütünlüklerini azalttığı gösterilmiştir (KEMALA, 2010). Bu nedenle 
ikinci aşamada ilk olarak sulu fazın hacmi 40 ml olarak seçilmiştir. Ancak kondroitin sülfatın 
eklenmesi ile mikroküre yerine membransı yapıların elde edildiği gözlenmiştir. Bunun yüksek 
reaktiviteye sahip kondroitin sülfatın sulu fazla etkileşerek PVA’nın emulsifikasyon etkisini 
azaltmasından kaynaklandığı düşünülmektedir. Bu nedenle sulu fazın hacmi 75 ml’ye 
çıkartılmıştır.   
2.1.3. Mikrokürelere Hapsolan İlaç Miktarının Belirlenmesi 
D-CS kombinasyonu yüklü PCL mikrokürelerin ilaç tutma verimliliğinin belirlenmesi için 
mikroküreler, tetrahidrofuran (THF) ve metanol (1:1 oranında) çözeltisinde üç gün boyunca 
manyetik karıştırıcı ile karıştırılmış ve bu sıvıya ekstrakte olan ilacın miktarı 6000 rpm’de 25 
dk boyunca santrifügasyon sonrası supernetant fazından belirlenmiştir. Bu fazdan alınan 
örneklerdeki doksisiklin miktarı önce 0.2 μm’lik enjektör filtreden (PALL) geçirilmiş ve daha 
sonra UV-görünür dedektörlü HPLC cihazında (SPD-20A, Shimadzu, Prominence), 275 nm 
dalgaboyunda yapılan ölçümlerlearı belirlenmiştir. HPLC analizlerinde C18 kolon (Inertsil 
ODS-3, 5 μm, 250x4.6 mm; GL Sciences, Japan) ve mobil faz olarak metanol, asetonitril ve 
tetrahidrofurandan (50:40:10, v/v) kullanılmıştır. Örnekler sisteme 37°C’de verilmiştir. 
Hapsolan doksisiklin miktarının hesaplanabilmesi için yine bu HPLC prosedürü ile standart 
ilaç konsantrsayonlarında kalibrasyon eğrisi hazırlanmıştır. Aşağıdaki eşitlikler kullanılarak 
yüklenen ilaç miktarı ile hapsolma verimi belirlenmiştir. 
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2.1.4. Doksisiklin veya Doksisiklin-Kondroitin Sülfat Kombinasyonu Yüklü 
Mikrokürelerin İlaç Salım Profilinin Belirlenmesi 
İlaç salım profili ve kinetiğinin belirlenmesi için belirli miktarlarda mikroküreler fosfat tampon 
çözeltisi (pH 7.4, 0.01M) içerisinde 12 kDa ortalama boyutta geçirgenliğe sahip diyaliz 
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torbalarına (Sigma) iki tarafı kıskaçla kıstırılarak konulmuş ve yine aynı tampon çözeltiyi 
içeren kapaklı cam kaplar içerisinde, kapalı ortamda 37°C’de çalkalamalı su banyosunda 
(Nüve-ST402) bekletilmiştir. Bellirli aralıklarla diyaliz torbalarının dışındaki tampon çözeltiden 
alınan örneklerin 275 nm’deki absorbans değerleri spektrofotometrede (Hitachi-U-2800A) 
ölçülerek mikrokürelerden salınan ilaç miktarları bulunmuştur. İlaç miktarı tayini için aynı 
dalga boyunda tampon çözeltide absorbans değerleri belirlenen standart doksisiklin 
çözeltilerinin linear kalibrasyon eğrisine ait regresyon analizi denklemleri kullanılmıştır. 
2.1.5. Mikrokürelerin Parçacık Boyut Analizleri  
PCL mikrokürelerinin parçacık boyut analizleri ODTÜ Merkezi Laboratuvarı’nda Malvern 
Mastersizer 2000 kullanılarak ölçülmüştür. 
2.1.6. Mikrokürelerin Taramalı Elektron Mikroskopisi ile  Mikrokürelerin Yüzey ve 
Şekil Analizleri 
Gama ile sterilizasyonu yapılmış ve yapılmamış doksiksiklin-kondroitin sülfat kombinasyonu 
yüklenmiş PCL mikrokürelerin şekil ve yüzey morfoloji özellikleri ODTÜ Metalürji ve Malzeme 
Mühendisliği Bölümü SEM Laboratuvarı’ndaki taramalı elektron mikroskobu (SEM; JSM – 
6400 Electrone Microscope, Japonya) ile incelenmiştir. Bu analiz için örnekler, altın kaplama 
makinasında (Hummle VII Sputter Coating Device, Anatech, ABD) 25 nm kalınlılığında altınla 
kaplanmıştır.  
2.1.7.  Mikrokürelerin ve Doksisiklin Biyouyumlukların İncelenmesi 
Doksisiklinin doza bağlı toksik etkisi ve hazırlanan PCL mikrokürelerinin biyouyumlulukları 
3T3 hücreleri ile in vitro sitotoksisite testleri ile test edilmiştir. 3T3 hücre hattı ŞAP 
Enstitüsü’nden satın alınmış ve %10 FCS içeren DMEM vasatı içinde kültive edilmişerdir.  
Hücreler kuyucuk başına 4.4x104 ekilmiş ve yapışmaları için  saat karbon diosit etüvinde 
inkübe edilmiştir. Doksisiklin çalışması için hücreler 0, 5, 10, 15 ve 20 μg/ml doksisiklin içeren 
DMEM vasatı içinde kültive edilmiştir. Detayları Bölüm 2.2.4’de verilen MTT testi ile 
canlılıkları ölçülmüştür. Ayrıca hücrelerin morfolojileri iki günlük inkübasyon sonucunda faz 
kontrat mikroskobu ile incelenmiştir.  
Mikrokürelerin biyouyumlukları test edilmesinden önce detayları aşağıda verilen gama 
ışıması ile sterilize edilmiştir. Mikroküreler kültür kabının kuyucuklarına (5 mg küre/kuyucuk)  
konulduktan sonra bir gece boyunca %98 alkol içinde bekletilerek yeniden sterilize 
edilmişlerdir. Daha sonra  3T3 hücreleri kuyucuk başına 4.4x104 eklemiş ve iki gün boyunca 
karbon diosit etüvünde bekletilmiştir. İki günlük inkübasyonu sonunda mikroküreler vasat ile 
birlikte çekilmiş ve MTT canlılık testi çalışılmıştır. 
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2.1.8. Kondroitin Sülfat-Doksisiklin Kombinasyonu Yüklü Mikrokürelerin Gama 
Işınlarıyla Sterilize Edilmesi 
İn vitro ve in vivo deneylerde kullanılmak üzere hazırlanan D ve D-CS kombinasyonu yüklü 
PCL mikroküreler sterilizayon amacıyla 25 kGy‘e karşılık gelecek şekilde ışınlanmıştır 
(DORATI ve ark, 2005). Işınlama işlemi TAEK, Sarayköy Nükleer Araştırma ve Eğitim 
Merkezi (SANAEM)’nde bulunan ISSLEDOVATELJ (Gamma-cell) Co60-γ ışınlama kaynağı 
ile oda sıcaklığında gerçekleştirilmiştir. Bu kaynağın ışınlama hızı 1.74 KGy/saattir. 
2.2. Osteoartrit Tedavisine Yönelik Biyoaktif Ajan Taşıyan Mikrokürelerin 
İn Vitro Ortamda Değerlendirilmesi 
2.2.1. Sağlıklı ve Osteoartritli Tavşandan Primer Kıkırdak Hücresi İzolasyonu ve 
Kültürü  
 
Sağlıklı kıkırdak hücresi izolasyonu için erişkin olmayan erkek tavşanlar kullanılmıştır. 
Tavşanlar termine edildikten sonra eklem kıkırdaklarından kıkırdak hücreleri enzimatik 
yöntemle izole edilmiştir. Öncelikle femur ve diz eklem bölgelerindeki yumuşak dokular 
aseptik şartlar altında temizlenmiş ve kıkırdak dokusu parçalar halinde çıkartılmıştır. Kıkırdak 
parçaları % 70’lik alkolde 2-3 dakika bekletildikten sonra 15 saat 100 ünite/ml kollejenaz tip II 
ile inkübe edilmiştir. Bu süre sonunda 100 μm gözenek boyutlu naylon filtreden geçirilip 2000 
devirde çevirilmiş ve kıkırdak hücreleri pellet olarak elde edilmiştir. Hücreler, % 10’luk fetal 
kalf serum (FCS), 10 ünite antibiyotik/ml, % 1 nonessansiyel amino asit ve 0.4 mM prolin 
içeren DMEM/High Glucose (4.5g/l) vasat içinde karbondioksit etüvünde kültive edilmiştir 
(SALVAT, 2005). Büyüme vasatı üç günde bir yenilenmiştir. Kıkırdak hücreleri % 0.05’lik 
tripsin-EDTA ile 1:3 oranında pasajlanmıştır. Bütün deneylerde 2-4. pasaj kıkırdak hücreleri 
kullanılmıştır.  
OA’lı tavşandan izolasyon amacıyla diz (femorokondyl) eklemlerinde OA oluşturulmuş erişkin 
erkek tavşanlar kullanılmıştır. OA geliştirilmesi için tavşanlara eklem içi kollajenaz tip II 
(Clostridium histolyticum) enjekte edilmiştir. Kullanılan kollajenazın enzim aktivitesi 456 U/mg 
olacak gelecek şekilde, izotonik sodyum klorür ile kollajenaz çözeltisi hazırlanmıştır (4 
mg/ml). Eklem içi enjeksiyon için kollajenaz çözeltisi 0.22 mm’lik filtreden geçirilerek steril 
hale getirilmiştir. Enjeksiyondan önce denekler Ketamin-Ksilazin (1:0.5) kombinasyonu ile 
uyutulmuş her iki arka bacak diz eklemine birinci ve dördüncü günde birer enjeksiyon 
yapılmıştır. Deneysel osteoartrit modelinin oluşması için enjeksiyonun birinci gününden 
geçerli olmak üzere 6 hafta beklenmiştir (KIKUCHI, 1998). Bu sürenin sonunda hayvanlar 
termine edildikten sonra eklemler çıkarılmıştır. Alkolde (% 96 ‘lık) 3 dakika tutulduktan sonra 
DMEM High Glucose içinde karbondioksit etüvünde 4-5 saat bekletilmiştir. Bu sürenin 
sonunda eklemden kıkırdak dokusu aseptik şartlar altında ince tabaka halinde soyulmuştur. 
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Daha sonra sağlıklı tavşandan kıkırdak elde edilmesinde kullanılan aşamalar uygulanarak 
kıkırdak hücreleri pellet olarak elde edilmiştir. Hücreler, sağlıklı hücrelerle aynı tip vasat 
içerisinde ve aynı şartlar kültive edilmiş ve pasajlanmıştır. OA’li hücrelerle yapılan in vitro 
hücre kültürü deneylerinde 1. ve 2. pasaj kıkırdak hücreleri (kondrositler) kullanılmıştır. 
2.2.2. İki Boyutlu İn Vitro Osteoartrit Modelinin Oluşturulması 
Sağlıklı yavru tavşandan elde edilen kıkırdak hücreleri 6 kuyucuklu plaka kullanılarak, 
kuyucuk başına 5 x104 hücre olacak şekilde ekilmiştir. Hücreler, fetal kalf serum (FCS, % 5), 
askorbik asit (80 μM), deksametazon (100 nM), Insulin-transferrin-sodium selenite media 
supplement (ITS)  (% 1) ve streptomisin (% 0.1) içeren DMEM-High Glucose (4.5g/l) vasatı 
içerisinde kültive edilerek çoğaltılmış ve yeniden farklılaşmaya bırakılmıştır (BARKSBY, 
2006). Hücreler 48 saat inkübe edildikten sonra, aynı içerikli vasata serum ilave edilmeksizin 
interlökin 1β (20 ng/ml) eklenmiştir. Bu vasatta 48 saat ve 72 saat boyunca hücreler inkübe 
edilerek iki tip çalışma yürütülmüştür (CORTIAL, 2006). İnkübasyonlar sonunda interlökin 1β 
içeren vasat uzaklaştırılarak in vitro OA modeli oluşturulup oluşturulmadığı, standart hücre 
kültürü ortamında bekletileren bu hücrelerin 7. ve 14. günlerdeki hücre sayıları, GAG sentezi 
ve kollajen miktarı tayini ile incelenmiştir. 
2.2.3. Üç Boyutlu İn Vitro Osteoartrit Modelinin Oluşturulması  
Erişkin osteoartritli tavşandan elde edilen kıkırdak hücre süspansiyonu (4 x106/ml) % 4’lük 
düşük sıcaklık jelleşmeye sahip agaroz tip VII (Sigma) ile 1:1 oranında homojen olarak 
karıştırıldıktan sonra steril elektroforez camları arasına (3 mm cam aralayıcı kullanılarak) 
dökülmüş ve yarım saat laminer güvenlik kabininde jelleşmeye bırakılmıştır (Şekil 3a ve b) 
(KAVAS, 2010). Deri biyopsi kalemi ile 5 mm çapı ve 3 mm yüksekliğinde parçalar kesilerek 
üç boyutlu kondrosit-agaroz diskler elde edilmiştir (Şekil 3c). Bu aşamada hücreler % 5 FCS, 
80 μM askorbik asit, 100 nM deksametazon, % 1 ITS ve % 0.1 streptomisin içeren DMEM-
High Glucose (4.5 g/l) vasatı içine kültive edilerek çoğaltılmış ve yeniden farklılaşmaya 
bırakılmıştır (BARKSBY, 2006). Bu süreç sırasında disklerin besiyeri 3 gün aralıklarla 
değiştirilerek etkin besin difüzyonu sağlanmıştır. İnkübasyonun ilk gününde, vasata 10 ng/ml 
interlökin-1β eklenmiştir ve 72 saat tutulmuştur. İnkübasyon sonunda interlökin-1β içeren 
vasat uzaklaştırılarak in vitro OA modeli oluşturulup oluşturulmadığı hücre sayısı, GAG 




Şekil 3. Üç boyutlu agaroz-kondrosit disklerin hazırlanma aşamaları, a) hücre ve agaroz 
karışımının 3 mm kalınlığında elektroforez camları arasındaki boşluğa dökülmesi, b) jelin 
soğuması için steril koşullarda bekletilmesi, c) steril deri biyopsi kalemi ile jelden disklerin 
kesilmesi. 
 
Mikroküreler ile yapılan in vitro deneylerde üç boyutlu OA modeli için yukarıda belirtilen 
yöntemde modifikasyon yapılmıştır. Kısaca fosfat tampon çözeltisinde hazırlanmış %2’lik 
düşük jelleşme sıcaklığına sahip agaroz (25 ± 5°C) (Sigma) ile %20’lik FCS ve 1 ml’sinde 1 
x106hücre içeren 2X RPMI-1640 vasat (içeriğinde bulunan tuzlar, amino asitler ve vitaminler 
normal vasatın iki katı olan RPMI vasatı) eşit hacimde karıştırılmış ve 24 kuyucuklu plakada 
jelleşmeye bırakılmıştır. Jelleşmesi için 4°C’de 5 dakika bekletildikten sonra 1 ml %10’luk 
FCS ve %0.1’lik streptomisin içeren RPMI-1640 vasatı her bir kuyucuğa eklenmiştir. Plakalar 
37°C’de %5 CO2 ve %95 nem içeren ortamda inkübe edilmişlerdir. Bu süreç sırasında 
kuyucuklardaki besiyeri 3 gün aralıklarla değiştirilerek etkin besin difüzyonu sağlanmıştır. 
İnkübasyonun üçüncü gününde, vasata 20 ng/ml interlökin-1β eklenmiştir. Her vasat 
değişiminde aynı miktar ilave edilmiştir (KUROKI, 2002). Bu modifikasyonla OA geliştirilmesi 
için ön deneylerde kullanılan yöntemde görülen disklerin hazırlanması sırasında 
kontaminasyon, disk boyutu limitasyonu nedeniyle gruplarda az hücre sayısı v.b.  bazı 
sorunlar ve riskler  ortadan kaldırılmıştır. 
Mikrokürelerle yapılan hücre kültürü çalışmalarında örnekler 4 gruba ayrılmıştır. Bunlar, 
vasata sadece 20 ng/ml interlökin-1β eklenen, vasata 20 ng/ml interlökin-1β ile 5 mg D MS 
ve vasata 20 ng/ml interlökin-1β ile 5 mg D-C MS eklenen gruplardır. D MS olarak 
tanımlanan grup, doksisiklin yüklü PCL mikrokürelerdir. D-CS MS ise, yine PCL ile 
hazırlanan kondroitin sülfat-doksisiklin kombinasyonu yüklü mikrokürelerdir (Tablo 1). 
Sonuncu grup ise, vasata ne interlökin-1β, ne de mikroküre eklenmeyen gruplardır.  
Mikrokürelerin, Şekil 4’de görülmekte olan hücre kültür inserti kullanılmak suretiye agararoz 
disklere salım yapması sağlanmıştır. Mikroküre ilaç salım sisteminin OA’ya yönelik etkinliği 
için İnterlökin-1β eklendikten sonra 9. ve 15. günlerde agaroz disklerde depolanan ve bu süre 
A B C 
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zarfında tüm vasat içine salınan GAG ve kollajen miktarları tayin edilmiş ve agaroz disklerde 
depolanan DNA miktarı ile normalize edilerek değerlendirilmiştir. Bu sonuçlar kontrol grubu 
olarak kullanılan OA’li hücre içeren, mikroküre eklenmemiş disklerin aynı süre sonundaki 
GAG, kollajen ve DNA miktarları ile karşılaştırılmıştır. Ayrıca in vitro deneyler süresince 
mikrokürelerden salınan ilaç miktarının belirlenmesi için vasattan alınan örnekler 341 nm’de 
spektrofotometrik olarak ölçülmüştür. 
Tablo 1. In vitro deneylerde kullanılan Mikroküre deney grupları 
Mikroküre grubu  Yüklenen İlaç 
D MS Doksisiklin 
D-CS MS  Doksisiklin+kondroitin sülfat 
 
Şekil 4. Mikrokürelerin agaroz diskler üzerine konulduğu hücre kültür inserti 
 
2.2.4. İki ve Üç Boyutlu Osteoartrit Modellerinde Hücre Canlılığının Tayini 
İki boyutlu modelde altı kuyucuklu plakaya ekilmiş olan hücrelerin, üç boyutluda ise agaroz 
içerisindeki kondrosit hücrelerin sayıları MTT testi ile incelenmiştir. Bu yöntemle hücre 
sayılarının hesaplanması için öncelikle bilinen belirli sayıda kondrosit hücresiyle kalibrasyon 
eğrisi hazırlanmıştır. İn vitro uygulamalar sonrasında hücre sayılarının ölçülmesi için 
kuyucuklara DMEM düşük glukoz vasat içerisinde MTT (5 mg/ml) eklenmiş ve 4 saat, 37 °C’ 
de ve % 5 karbondioksit ortamında karanlıkta bekletilmiştir. MTT ortamdan uzaklaştırılıp 
kuyucuklar fosfat tampon çözeltisi ile yıkanmıştır. Son olarak, DMSO eklenerek 10 dakika 
orbital çalkalayıcı üzerinde bekletilerek hücre içerisindeki formazan kristallerinin çözülmesi 
sağlanmıştır. Kuyucukların 550 nm dalga boyundaki ışık tutulum değerleri mikroplaka 
okuyuculu spektrofotometre (BioTek, USA) ile ölçülmüştür. 
Kondrosit hücreler 




2.2.5. İki ve Üç Boyutlu Osteoartrit Modellerinde Kollajen Miktarlarındaki Değişimlerin 
Belirlenmesi 
Hücrelerin kıkıdak matriksindeki temel malzemelerden biri olan kollajeni sentezlemelerindeki 
değişimleri incelemek için hidroksiprolin testi ile ölüm yapılmıştır. Bu testle hem hücreli 
disklerin inkübe edildikleri vasat hem de kendileri ayrı ayrı değerlendirilmiştir. Diskler, papain 
(Tip III, 125 μg/ml, 2 mM dithiothreitol içeren) ile 60 °C’ de 20 saat parçalanmıştır. Agaroz 
jelleri tamamen eritmek için diskler 70 °C’ de 10 dakika daha bekletildikten sonra karıştırıcı 
ile karıştırılmış ve 12 000 devirde, 10 °C’ de, 5 dakika çevirilerek santrifuj edilmiştir. Papain 
ile parçalanmış hücreler ve disklerden 100 μl örnekler alınarak NaOH ile karıştırılmış ve 
otoklavlanmıştır.  Daha sonra karışım kloramin T ile karıştırıldıktan sonra Ehrlich aldehit 
reaktifi ile karıştırılmak suretiyle kromofor oluşumu için 65°C’de 20 dakika bekletilmiştir.  Aynı 
işlem toplanan vasata da uygulanmıştır. Daha sonra 550 nm’de spektrofotometrik ölçümle 
hidroksiprolin tayinleri yapılmıştır. 4-L-hidroksiprolinin standart olarak kullanılması ile 
hazırlanan kalibrasyon eğrisi hidroksiprolin hesaplamalarında kullanılmıştır. 
Hidroksiprolinden kollajene çevirme faktörü 8 olarak kabul edilmektedir. (REDDY, 1996). 
Disklerin kollajen miktarı için DNA ile normalizasyon yapılmıştır.   
2.2.6. İki ve Üç Boyutlu Osteoartrit Modellerinde Glikozaminoglikan Miktarlarındaki 
Değişimlerin Belirlenmesi 
Interlökin 1β ile etkileşim sonrasındaki inkübasyon süresince agaroz-kondrosit disklere 
hücreler tarafından depolanan ve vasata salınan sülfatlı glikozaminoglikan (sGAG) miktarları 
Dimetilmetilen mavisi (DMMB) testi (Glisin/NaCl içerisinde 16 μg DMMB/ml, çözeltisi, pH 3) 
ile belirlenmiştir (FARNDALLE, 1986). Kalibrasyon eğrisi farklı miktarlarda kondroitin sülfatın 
(0-5 μg) 10 mM EDTA içeren fosfat tampon çözeltisi (pH 6.5) içerisinde çözülerek 
spektrofotometrik ölçülmesi ile hazırlanmıştır. Toplam sGAG miktarlarının tayini için vasat ve 
diskler/hücreler toplanmış olup, diskler/hücreler papain (Tip III, 125 μg/ml, 2 mM dithiothreitol 
içeren) ile 60 °C’ de 20 saat parçalanmıştır. Agaroz jelleri tamamen eritmek için diskler 70 °C’ 
de 10 dakika daha bekletildikten sonra karıştırıcı ile karıştırılmış ve 12 000 devirde, 10 °C’ 
de, 5 dakika çevirilerek santrifuj edilmiştir. Supernatantın 50 μl’si 1.25 ml DMMB boya 
çözeltisi ile 24 kuyucuklu plaka içerisinde karıştırılmış ve 525 nm dalga boyundaki ışık 
tutulum değerleri ölçülmüştür. Aynı şekilde toplanan hücre vasatının 50 μl’si 1.25 ml DMMB 
boya çözeltisi ile 24 kuyucuklu plaka içerisinde karıştırılmış ve 525 nm dalga boyundaki ışık 
tutulum değerleri ölçülmüştür. Ölçüm sonuçları kalibrasyon eğrisinden elde edilen denklem 
kullanılarak diskler ve vasatlar için ayrı ayrı sGAG miktarlarına dönüştürülmüştür. Hücre ve 
diskten ölçülen GAG miktarları hoechst boyası kullanılarak florimetrik olarak bulunan DNA 
miktarları ile normalize edilmiştir.  
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2.2.7. İki ve Üç Boyutlu Osteoartrit Modellerinde Hücrelerin DNA MiktarlarınınTayini  
Floresan boyalar (örn. Hoechst boyası, DAPI, propidium iyodür) DNA’ya 
bağlanabildiklerinden hücrenin kromatinini dolayısıyla çekirdeği görünür hale gelebilir. Bu 
yöntemde canlı veya ölü tüm hücreleri boyayabilen bir boya kullanılır. Ancak ölü ve canlı 
hücre ayrımı net olarak yapılabildiğinden, kesin ve net sonuç alınmış olur. Burada canlılığın 
belirleyicisi hücre zarının bütünlüğünün bozulmamış olmasıdır. Projede papain ile 
parçalanmış hücreler/disklerin DNA miktarları Hoechst 33258 boyası (Invitrogen) ile 
florimetrik yöntemle Modulus Fluorometer cihazı kullanılarak ölçülmüştür. Hoechst 33258 
350 nm’de eksitasyon ve 450 nm emisyon dalga boylarına sahiptir (MASUOKA,  2005). DNA 
miktarları buzağı timusundan elde edilen DNA standartı ile Modulus Fluorimeter cihazının 
kalibre edilmesi sonucu miktarsal olarak ölçülmektedir. Bu değerler GAG ve kollajen 
miktarlarının normalize edilmesi için kullanılmıştır. DNA tayini için cihazın protokolü 
kullanılmıştır.  
2.2.8. İn Vitro Osteoartrit Modelinde Matriks Metalloproteinaz-13 (MMP-13) 
Miktarı/Aktivitesinin Ölçülmesi  
Örneklerin MMP-13 enzim miktarı/aktivitesi enzime bağlı immonusorbent analiz (ELISA) 
yöntemi ile belirlenmiştir. In vitro deneyler sonrasında gruplara ait vasatlar toplanmış ve -80 
°C’de saklanmıştır. Tavşan MMP-13 molekülüne uygun olarak alınan ELİZA Kit’in (Cusabio, 
ABD) protokolüne uygun olarak ölçümler yapılmıştır. Bütün örnekler 2 tekrarlı ölçülmüş ve 
sonuçlar standart MMP-13 konsantrasyonları için elde edilen kalibrasyon eğrisi 
(konsantrasyon-Optik yoğunluk) ile konsantrasyon değerlerine çevrilmiştir. 
2.2.9. İn Vitro Deneylerde Salınan Doksisiklin Miktarının Ölçülmesi  
In vitro 3 boyutlu osteoartirit modeli çalışmalarında mikrokürelerden ortama salınan 
doksisiklin miktarı spektrofotometrik yöntemle 341 nm’de abzorbans ölçümleri ile 
belirlenmiştir. Hücre kültür vasatı içine salınan ilaç miktarının belirlenmesi için hücre kültür 
vasatı içinde ilaç için kalibrasyon eğrisi oluşturulmuştur. 
2.3. İn Vivo Osteoartrit Modelinin Oluşturulması ve Değerlendirilmesi için 
Yapılan Test ve Ölçümler 
Deneysel Osteoartrit oluşumu yukarıda anlatılan (bölüm 2.2.1.) kollajenaz uygulaması tek 
sefer veya birinci ve dördüncü gün olacak şekilde iki sefer enjeksiyon yapılması ile 
araştırılmıştır. Deney gruplarında anestezi altında arka bacak diz eklemlerinde artirit 
oluşturmak amacıyla kollajenaz tip II (Clostridium histolyticum)(Sigma)(626 units/ mg katı 
kollajen enzim aktivitesine sahip) enjekte edilmiştir. Enjeksiyon sonrasında eklem 
kıkırdağında oluşacak hasarın saptanması için yine anestezi altında eklem radyografileri 3. 
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ve 6. haftalarda alınmıştır. Deneysel osteoartrit modelinin oluşması için enjeksiyonun birinci 
gününden geçerli olmak üzere tek enjeksiyon uygulamalarında 5 hafta 2 enjeksiyon 
uygulamalarında ise 6 hafta beklenmiştir (KIKUCHI, 1998). Tek ve iki kollajenaz enjeksiyon 
yapılan tavşanların eklemleri sırasıyla 4 ve 6 hafta sonunda çıkartılmış ve histolojik 
incelemeler için Hacettepe Tıp Fakültesi Histoloji AD’na gönderilmiştir.  
 
İn vivo OA modeli oluşumu için 6 hafta beklendikten sonra tavşanlar gruplara ayrılmıştır. 
Tablo 2’de bu gruplar görülmektedir. İlk grup tavşanlara tedavi uygulanmamıştır. İkinci grup 
tavşanlara hyaluronan enjekte edilmiştir. Üçüncü ve dördüncü grup tavşanlara Tablo 1’deki 
mikroküreler enjekte edilmiştir. Hyaluronan enjekte edilen grup 4 ve 8 hafta bekletildikten 
sonra sonlandırılmıştır. Tablo 1’de özellikleri verilen bu iki grup mikroküre ile iki ayrı doz 
çalışması yapılmıştır. Buna göre hyaluronan (HYL) ile birlikte 5 mg D MS ve 7.5 mg D MS 
karıştırılmıştır. Aynı şekilde yine hyaluronan (HYL) ile birlikte 5 mg D-CS MS ve 7.5 mg D-CS 
MS karıştırılmıştır. Daha sonra tavşanlara enjekte edilmiştir. Mikroküre enjekte edilen gruplar 
ise 8 hafta bekletilmiştir. Çıkarılan eklemlerin radyolojisi çekilmiştir. OA modelinin 
belirlenmesi için röntgenlere radyolojik skorlama (Kellgren-Lawrence Model) yapılmıştır. 
Hyaluronan ve mikroküre enjeksiyonu yapılan gruplar da histolojik incelemelere tabi tutulmak 
amacıyla Hacettepe Üniversitesi Histoloji ve Embriyoloji ABD’na götürülmüştür 
 
Tablo 2. İn vivo deney grupları 
 
Grup No Açıklamalar 
1 Sağlıklı eklem (Pozitif kontrol) 
2 Osteoartrit Model (2 enjeksiyon) 
3 Osteoartritli tedavi edilmemiş eklem (8 hafta) 
4 Osteoartritli ekleme hiyaluronan (HYL) tedavisi (4 hafta) 
5 Osteoartritli ekleme hiyaluronan (HYL) tedavisi(8 hafta) 
6 Osteoartritli ekleme 5 mg D MS ile HYL tedavisi (8 hafta) 
7 Osteoartritli ekleme 7.5 mg D MS ile HYL tedavisi (8 hafta) 
8 Osteoartritli ekleme  5 mg D-CS MS ile HYL tedavisi (8 hafta) 
9 Osteoartritli ekleme 7.5 mg D-CS MS ile HYL tedavisi (8 hafta) 
10 Osteoartrit Model (Tekli enjeksiyon) 
 
2.3.1. Radyolojik Değerlendirmeler  
Tedavilerin başlatılmasından belirli süreler sonrasında denekler sonlandırılmış ve uygulama 
yapılan eklemler radyolojik ve histolojik değerlendirmeler için çıkartılmıştır. Örneklerin 
röntgen filmleri ODTÜ Sağlık ve Rehberlik Merkezinde bulunan Siemens Multix-C röntgen 
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makinesi ile alınmıştır. Röngen makinesi 3.2 mA/s ve 42KW’ye ve X ışını kaynağının diz 
eklemlerine uzaklığı 100 cm olacak şekilde ayarlanmıştır ve Agfa Crurix film kullanılmıştır. 
OA’in düzeyinin radyolojik değerlendirilmesi için radyolojik skorlama kullanılmıştır. Eklemler 
Kellgren-Lawrence metoduna göre Tablo 7’de verilen ölçülerle grupları bilmeyen iki ortopedi 
cerrahı  tarafından skorlanmıştır. 
 
 
Tablo 3. Tibiofemoral eklemlerde Osteoartrit  düzeyinin Kellgren-Lawrence Radyolojik 
değerlendirmesi ölçeği (KIJOWSKI, 2006).  
Derece Açıklama 
0 Radyolojik değişiklik yok 
1 Belli belirsiz eklem daralması ve osteofit oluşumu başlangıcı 
2 Belirli osteofit oluşumu ile birlikte hasar görmemiş eklem boşluğu 
3 Belirli osteofit oluşumu ile birlikte orta düzeyde eklem daralması 
4 
Belirli osteofit oluşumu ile birlikte ciddi hasarlı eklem boşluğu daralması 
ve subkondral skleroz 
2.3.2. Histolojik İncelemede Kullanılan Gereç ve Yöntemler 
Eklem örnekleri uygun cerrahi yöntemle çıkaıldıktan sonra % 10luk nötral formalin 
çözeltisinde (pH 7.0) oda ısısında radyolojik incelemeye alındı. Ardından tüm örnekler De 
Castro çözeltisinde (kloral hidrat, nitrik asit, distile su) deaklsifiye edildikten sonra vakumlu 
otomatik doku takip cihazında parafine gömüldü.  Doku takip cihazında teknisyen hatası 
nedeniyle parafinin dokuya iyi entegre olmadığı doku örnekleri izlem dışı bırakıldı. Kalan iyi 
örnekler incelemeye alındı. Bu örneklerden elde edilen 5–7 mikrometrelik kesitler 
hematoksilen & eozin (HE), Masson trikrom (MT) ve safranin O (SO) ile boyandı. Her 
örnekten elde edilen fotomikrograflar (Leica, DMR) ışık mikroskobuna ekli bilgisayar 
bağlantılı dijital kamera aracılığıyla elde edildi (Model DFC 480, Leica Westlar Almanya). 
Mankin ve OARSI kıkırdak hasar skorlama sistemleri kullanıldı (PRIZKER, 2006; FARSHID, 
2009). Mankin skorlama sisteminde kıkırdak yapısı, sınırınn bütünlüğü, proteoglikan 
boyanması ve hücre içeriği değerlendirilmektedir.  OARSI skoru ise  her örneğe ait OARSI 
derecesi (grade) ve evresinin (stage) çarpımı ile elde edilir (Tablolar 5,6,7). Grade (derece) 
OA’deki  derinlemesine doku hasarını gösterir. Stage (evre) OA’li eklemin bir ucundan diğer 











Tablo 4. Mankin’in histolojik kıkırdak hasarı skorlama sistemi  (FARSHID, 2009)  
Yapı Skor 
Normal  0 
Yüzey düzensizlikleri  1 
Pannus  2 
Tranzisyonael zona yarık  3 
Radyal zona yarık  4 
Kalsifiye zona yarık  5 
Tümden disorganizasyon  6 
Tidemark/ sınır integritesi   
Intakt  0 
Kan damarları tarafından geçilmiş  1 
Proteoglikan boyanması   
Normal  0 
Hafif azalma  1 
Orta derecede azalma  2 
Ciddi azalma  3 
Hiç boyanmama  4 
Hücresellik   
Normal  0 
Diffüz hiperselülarite  1 
Cloning 2 




Tablo 5. Pritzker ve diğ.ne göre kıkırdak hasarı skorlama sistemi (PRIZKER, 2006; 
FARSHID, 2009) 
Grade 0:  
Yüzey intakt 
Kıkırdak morfolojisi intakt 
Matriks normal yapıda 
Hücreler intact, doğru düzenlenimli 
Grade 1:  
Yüzey intakt 
Matriks: Yüzeyel zon intakt, ödem, ve/veya , yüzeyel fibrilasyon, abrazyon, fokal yüzeyel matriks 
kondansasyonu 
Hücreler: Ölü, proliferasyon (yığınlar), hipertrofi  death, proliferation (clusters) 
Yüzeysel zon reaksiyonu fibrilasyondan daha fazla 
Grade 2:  
Yüzey devamlı değil 
Matriks: Yüzeyel zon devamlı değil, derin fibrilasyon 
Kıkırdağın üst 1/3ünde katyonik boya ile matriks deplesyonu (Safranin O ya da Toluidine Blue) 
Orta zonda fokal perikondriyal artmış boyanma 
Kondron kolonlarında yönelim bozukluğu 
Hücreler: Ölüm, proliferasyon (yığınlar), hipertrofi 
Grade 3:  
Vertikal yarıklar 
Matrikste midzona doğru vertika yarıklar, dallanmış fissürler, 
Alt 2/3 kıkırdakta (derin zon) katyonik boyanma  yokluğu(Safranin O ya da Toluidine Blue) 
Polarize ışık mikroskobunda yeni kollagen yapımı 
Hücreler: Fissürlere yakın bölgede ölüm, rejenerasyon (yığınlar), hipertrofi.  
Grade 4:  
Erozyon 
Kıkırdak matriks kaybı: Yüzeyel katın delaminasyonu, orta katta kist oluşumu 
Ekskavasyon: Yüzeyel ve orta katta matriks kaybı 
Grade 5: 
Denüdasyon 
Yüzeyin denüdasyonu, sklerotik kemik ve çıplak yüzeylerin içinde fibröz kıkırdak içeren  tamir dokusu 
Kemik yüzeyine sınırlı tamir içeren mikrokırıklar 
Grade 6:  
Deformasyon  
Osteofitten daha fazla kemik yeniden yapılanması 





Tablo 6. OA skor -yarı kantitatif metod (skor=derece x evre) 
Derece 
Evre 
S1 S2 S3 S4 
G1 1 2 3 4 
G2 2 4 6 8 
G3 3 6 9 12 
G4 4 8 12 16 
G5 5 10 15 20 
G6 6 12 18 24 
 
Tablo 7. OA kıkırdak histopatoloji-evre değerlendirmesi (Evre=kıkırdak hareketinin ölçüsü)  
Evre % katılım (yüzey, alan, hacim) 
0 OA aktivitesi görülmez 
1 <10 % 
2 10-25 % 
3 25-50 % 
4 > 50 % 
2.3.3. Biyomekanik Testler 
Eklem kıkırdağının medyal ve lateral femoral kondyl bölgelerinin sertlik (hardness) değerleri 
bu amaç için dizayn edilmiş durometre mekanik test cihazıyla (Kori Seiki, Japonya) 
ölçülmüştür. Ölçümler deneklerin terminasyonundan hemen sonra, oda sıcaklığında ASTM 
D2240 standartlarında (NIEDERAUER, 2004) ve 0-99 arası ölçekle yapılmıştır. Bu 
ölçümlerde düşük değerler kıkırdak dokusunda mekanik dayanımın (sertliğin) azalmasını 
göstermektedir. Her kondylden 3 ölçüm alınmış ve ortalama değerler hesaplanmıştır. 
Mekanik test cihazı ölçüm prensibi temelde Rockwell Sertlik presibine dayanmaktadır. 
Ölçülen örneğin sertlik düzeyine göre kullanılan probun geometrisi konik, yuvarlak, hatta düz 
yapıda olabilir. Ölçülen sertlik Shord A sertlik, Shored D sertlik v.b şekilde isimlendirilir. Sert 
numuneler için kullanılan probe örneği ve ölçüm sistemi şekil 5’ te, ölçüm bölgeleri Şekil 6 ve 




Şekil 5. Sertlik Ölçüm cihazı (Durometer) 
                               
Şekil 6. İndentasyon test bölgelerinin lokasyonu eklem kıkırdağının medyal (a) ve lateral (b)   
bölgeleri lanset ile belirtilmektedir. 
 
                                 
Şekil 7. Çıkarılan eklemlerin indentasyon cihazı ile sertlik ölçümlerinin yapılması 
 
2.4. İstatiksel Analizler 
2.4.1. In vitro Uygulama Sonuçlarının Değerlendirilmesinde Kullanılan İstatistiksel 
Analizler 
Sağlıklı ve osteoartritli kontroller ile deney grupları arasındaki farklılıkları karşılaştırmak için 
Mann-Whitney U testi kullanılarak ikili karşılaştırmalar yapılmıştır (SPSS-9 Software, SPSS 
Inc., ABD). Gruplar arası farklar için p<0.05 seviyesi anlamlı olarak kabul edilmiştir.  
2.4.2. In vivo Uygulama Sonuçlarının Değerlendirilmesinde Kullanılan İstatistiksel 
Analizler 
In vivo sonuçların istatistiksel değerlendirilmesinde histoloji ve radyoloji test parametreleri 




örnek varyanslarının homojenliği Shapiro-Wilk test ile gösterilmiştir. Bütün parametrelerde 
Kruskal-Wallis testi ile tüm gruplar için çoklu istatistiksel karşılaştırmalar ve Dunn post-hoc 
testi ile ikili karşılaştırmalar yapılmıştır. Histoloji ve radyoloji ölçümleri arasında korelasyon 
Spearman test ile değerlendirilmiştir. Fried test / post-hoc testi ile zamanla ilgili farklılıklar 
belirlenmiştir. Betimsel istatistik değerleri medyan, minimum ve maksimum olarak 






3. Bulgular ve Tartışma 
3.1. In situ Deneylerin Bulguları  
3.1.1. Kondroitin Sülfat-Doksisiklin Kombinasyonu Yüklü Mikrokürelerin Yüzey 
Özellikleri ve Morfolojileri 
Kondroitin sülfat yüklü PCL mikroküreler iki çeşit sörfektan (% 4 PVA ve % 1 PVA- % 1 
jelatin) kullanılarak yüksek ve düşük molekül ağırlıklı PCL’den yapılmıştır. Kondroitin sülfatın 
sulu faza geçişinin engelenmesi için su fazı içinde yağ fazının oluşturulması 
homojenizasyonla sağlanabilmiştir. Bu yöntemle elde edilen mikrokürelerin (yaklaşık 
ortalama 10 μm çapında) konvansiyonel karıştırma ile hazırlanan mikrokürelerden daha 
küçük olduğu gözlenmiştir (O’DONNEL, 1997). ODTÜ Metalurji ve Malzeme Mühendisliği 
Bölümü’nde bulunan Taramalı Elektron Mikroskobu (SEM) ile mikrokürelerin morfolojik 
analizleri yapılmış ve fotoğrafları çekilmiştir. Şekil 8’de sörfektan olarak %4’lük PVA’nın 
kullanıldığı, kondroitin sülfat içeren PCL (14kDa) mikroküreler görülmektedir. Mikroküre 
yüzeyleri yakından incelendiğinde (Şekil 8c ve d) yüzeylerinin düzgün, olduğu ve 
mikrokürelerin çok katmanlı polimer tabakaları şeklinde oluştuğu görülmüştür. Mikrokürelerin 
gözeneklerinin bu büyütmede (x3000-4000) gözlenmeyecek kadar küçük olduğu 
düşünülmektedir. Bu mikrokürelerin çapı yaklaşık 13 µm civarında olmakla birlikte Şekil 8a ve 
b’ de daha farklı boyutlarda mikrokürelerin de olduğu görülmektedir.  
Sörfektant olarak % 1 PVA+jelatin kullanılarak hazırlanan mikrokürelerin elektron mikrografi 
görüntüleri Şekil 9a ve b’de sunulmaktadır. Şekil 9a ya göre daha yoğun ve yüksek miktarda 
mikroküre oluşumu görüntüsü veren bu set mikrokürelerin yakından bakıldığında (Şekil 9b) 
birbirine yüzeyden yapışarak agregat oluşturduğu ve formlarının düzgün olmadığı 
gözlenmiştir. Bu yapı, mikrokürelerin yıkanması sonrasında bile toz yerine plakalar halinde 
toplanabilmesi ile de farkedilmiştir. Bu sonuçlar, %1 PVA-jelatin kombinasyonunun sörfektan 











Şekil 8. % 4’lük PVA ile hazırlanmış kondroitin sülfat yüklü PCL (14 kDa) mikrokürelerin 




Şekil 9. % 1 PVA+%1 jelatin ile hazırlanmış kondroitin sülfat yüklü PCL (14 kDa) 






Yüksek molekül ağırlıklı PCL (65 kDa) ile hazırlanan kondroitin sülfat mikroküreler de yine 
önce % 4’lük PVA kullanılarak oluşturulmuştur. Şekil 10a ve b’de hazırlanan mikrokürelerin 
mikrografileri verilmektedir. Şekil 10a’da  200 kez büyütmede mikroküre boyut dağılımının 
homojen olduğu gözlenmiştir. Ancak büyütme oranı 1000’e (Şekil 10b) çıkartıldığında 
mikrokürelerin alt tabakasında membran gibi bir oluşum olduğu ve dolayısıyla mikrokürelerin 
bu şekilde birbirine yapıştığı görülmektedir.  
 
Şekil 10. % 4’lük PVA ile hazırlanmış kondroitin sülfat yüklü PCL (65kDa) mikrokürelerin 
taramalı elektron mikroskobu mikrografileri 
 
Şekil 8, 9 ve 10’teki mikrografilerin değerlendirilmesi sonucunda mikrokürelerin hazırlanması 
için düşük molekül ağırlıklı PCL ile % 4 PVA kullanılmasına karar verilmiştir. Bu koşullarla 
doksisiklin ve kondroitin sülfatı birlikte içeren PCL mikroküreler hazırlanmıştır (Şekil 11).  
 
Şekil 11 a ve b’de mikrokürelerin dağılımları gözlemlenmektedir. Ancak, bu analizlerde Şekil 
10’daki gibi membransı bir tabakanın oluştuğu ve mikrokürelerin bu tabakaya yapışık olduğu 
görülmektedir. Şekil 11c’de oluşan mikrokürenin şekil olarak düzgün ve yüzeysel yapısının 









Şekil 11. % 4’lük PVA ile hazırlanmış doksisiklin ve kondroitin sülfat yüklü PCL (14 kDa) 
mikrokürelerin taramalı elektron mikroskobu mikrografileri 
 
 
3.1.2. Kondroitin Sülfat-Doksisiklin Kombinasyonu Yüklü Mikrokürelerin Boyut 
Dağılımları  
Hazırlanan mikrokürelerin boyut dağılımı ve ortalama boyutları ODTÜ Merkezi 
Laboratuvarı’nda yapılan parçacık boyutu analizi ile belirlenmiştir (Şekil 12). Buna göre 
mikrokürelerin % 50’sinin çapının, 12 µm’nin altında olduğu ve % 90’ının çapının ise 85 
µm’nin altında olduğu görülmektedir. Mikrokürelerin oldukça homojen bir boyut dağılımı 
oluşturduğu gözlenmiştir. Bu boyutların eklem bölgesine enjeksiyon için uygunluğu proje 








Şekil 12. D-CS kombinasyonu yüklü PCL mikrokürelere ait parçacık boyut analizi grafiği 
 
Şekil 13’de ise hazırlanan ikili ajan yüklü mikrokürelerin taramalı elektron mikroskopisi (SEM) 




Şekil 13. D-CS kombinasyonu yüklü PCL mikrokürelere ait taramalı elektron mikroskopisi 
görüntüleri 
 
Şekil 13’de mikrokürelerin boyut dağılımının homojen olduğu ve yüzeylerinin pürüzsüz 
olduğu görülmektedir. Boyut analizi sonuçları ile uyumlu olarak mikrokürelerin çoğunluğunun 
çapının 15 µm civarında olduğunu göstermektedir. Ayrıca bu mikrokürelerin aggregatlar 
oluşturmadığı ve sadece CS yüklü mikrokürelelere göre formlarının daha düzgün olduğu 
gözlenmiştir. 
3.1.3. Kondroitin Sülfat-Doksisiklin Kombinasyonu Yüklü Mikrokürelere Hapsolan İlaç 
Miktarının Belirlenmesi 
D-CS kombinasyonu yüklü PCL mikrokürelere hapsolan ilaç miktarının belirlenmesi için 
HPLC yöntemi kullanılmıştır. Mikrokürelerin ekstrakte edildikleri tetrahidrofuran-metanol 
çözeltisinden alınan örnekler HPLC sistemine enjekte edilmiştir. Aynı şekilde biinen ilaç 













































































































































3.1.4. Kondroitin Sülfat-Doksisiklin Kombinasyonu Yüklü Mikrokürelerin Salım 
Profillerinin İncelenmesi 
Projede OA hastalığının uzun süreçte tedavi gerektirmesi nedeniyle intraartiküler enjekte 
edilecek salım sisteminin iki ajanı da kontrollü ve uzun süreçte salması hedeflenmiştir. Bu 
sayede tek seferde kolaylıkla uygulanabilecek ve etkin tedavi yapabilecek bir sistem 
geliştirilmesi sağlanabilecektir. Bu nedenle hazırlanan D-CS mikrokürelerinin fosfat tamponu 
içinde 37˚C’de salım çalışmaları gerçekleştirilmiştir.  
Bunun için öncelikle doksisiklinin  hangi dalga boylarında absorbans verdiği 
spektrofotometrik belirlenmiştir. Bunun için öncelikle doksisiklin en iyi çözündüğü sıvı olan 
suda çözdürülmüş ve spektrofotmetre ile dalga boyu taraması yapılmıştır.  Şekil 17’de bu 
taramanın sonucu elde edilen spektrum görülmektedir. Bu spektruma göre doksisiklin 274 ve 
341 nm’de absorbans vermektedir.  Literatürde yapılan araştırmalar da doksisiklinin 267 ve 
351 nm’de absorbans verdiğini göstermiştir (SCHOLAR, 2007).   
 
Şekil 17. Doksisiklinin sudaki çözeltisine ait değişik dalgaboylarında ışık absorbans 
spektrumu 
 
Bu spektruma göre ilaç salımının 274 nm’de absorbans ölçümleri ile yapılmasına karar 
verilmiştir. Doksisiklin miktarlarını belirlemek amacıyla kalibrasyon eğrisi hazırlanmıştır (Şekil 




































































































































































































































































































































bazlı ilaç salım sistemlerinde salımın difuzyona  bağlı olarak mevcut küçük gözeneklerden ve 




Şekil 21. D-CS yüklü PCL mikrokürelerinin 3 aylık salım sonunda elde edilen SEM 
görüntüleri. 
3.1.5. Mikrokürelerin Gama Işınlarıyla Sterilize Edilmesi 
In vitro ve in vivo deneyler için D ve D-CS kombinasyonu yüklü mikrokürelerin gama ışınıyla 
sterilizasyonları yapılmış ve örnekler diğer deneyler yapılana kadar 4°C’de desikatörde 
saklanmıştır. 
Işınlama sonrası D-CS kombinasyonu yüklü mikrokürelerin taramalı elektron mikroskopisi ile 
elde edilen görüntüleri Şekil 22’de sunulmaktadır. Gama ışıması sonrası, D-CS yüklü 
mikrokürelerin yüzeylerinin ışıma öncesindekine göre (Şekil 13) az miktarda değişikliğe 
uğradığı gözlenmiştir.  
 
Şekil 22. D-CS kombinasyonu yüklü PCL mikrokürelere ait gama ışıması sonrası taramalı 





































































































 Bu bilgi v
 yönünden 
unda canlı
 ve boş P
oksisiklin k
rilmiştir. Do












































































































3.2.2. İn Vitro Osteoartrit Modelinin Analiz Sonuçları 
Hazırlanan D ve D-CS yüklü mikrokürelerin salınan osteoartiritik hücrelerinin matriks sentezi 
ve MMP-13 seviyeleri üzerindeki etkileri incelenerek geliştirilen tedavinin etkinliği 
araştırılmıştır. 
3.2.2.1. Primer Osteoartiritik Kıkırdak Hücre Kültürü  
Kıkırdak hücreleri (kondroistler), osteoartirit geliştirilmiş ve sağlıklı tavşan diz eklemlerinden 
alınan doku örneklerinden enzimatik yöntemle izole edilmiş ve daha sonra kültive 
edilmişlerdir. Şekil 3.26’da primer hücre kültür sırasında farklı kültivasyon aşamalarında 
hücrelerin faz kontrast mikroskobu mikrografileri verilmektedir. Eklem bölgesindeki kıkırdak 
dokusundan elde edilen hücreleri  hücre kültür ortamında çoğaltılmış ve mikrokürelerin 
uygulandığı tüm deneylerde 2. pasaja kadar çoğaltılan hücreler kullanılmıştır. 
Şekil 26’da sağlıklı yavru tavşandan elde edilen kıkırdak hücreleri ile osteoartritli tavşandan 
alınmış kıkırdak hücrelerin morfolojileri ve çoğalma özellikleri karşılaştırılmıştır. Sağlıklı 
kıkırdak hücresinin çekirdeği yapışıp uzama özelliği göstermişken, hasta kıkırdak hücresi 
çekirdeği etrafında halkalar oluşturarak yapışmıştır (Şekil 26a ve b). Oklar bu yapışma 
şeklinin faklılaştığı noktaları işaret etmektedir. Bu görüntüye ‘fried egg’ yani sahanda yumurta 
tanımlaması yapılmaktadır (OMELCHENKO, 2002). Yapışma şekilleri kadar yapışma süreleri 
de farklılık göstermektedir. Primer sağlıklı hücre 3 günde yapışırken osteoartritli kıkırdaktan 
oluşan primer hasta hücrenin yapışması için 1 hafta beklenmiştir. Aynı şekilde, yapıştıktan 
sonra çoğalma aşamasında da farklılık göze çarpmaktadır (Şekil 26c ve d). Yapışma süresi 
gelişimi olumsuz yönde etkilediğinden, hasta hücre sağlıklı hücreye göre daha düzensiz ve 
yavaş gelişmektedir. Burada da Şekil 26’daki oklar bu yapışma şeklinin faklılaştığı noktaları 
işaret etmektedir. Sağlıklı ve OA hücreler % 85 konfluenseye ulaştığında hücrelerin 
morfojileri Şekil 26e-f’de verilmektedir. Şekil 26f’de yapı bozukluğunun başgösterdiği noktalar 
işaret edilmiştir. Şekil 26g ve h’de ise sağlıklı ve hasta hücrelerin çoğaldıktan sonra yapıları 
arasındaki fark görülmektedir. Sağlıklı ve OA hücrelerin konfluenside kıkırdak hücresinin 
karakteristik poligonal morfolojisine sahip oldukları gözlenmiştir. Ancak OA hücrelerinin 
sağlıklı hücrelere göre daha küçük olduğu ve okla işaret edilen bölgelerde bu hastalıkla ilgili 










a) Ekimden 3 gün sonra sağlıklı kıkırdak      b)Ekimden 1 hafta sonra hasta kıkırdak hücreleri 
 
 
Ekimden 10 gün sonra kıkırdak hücreleri 
c) sağlıklı kıkırdak gelişim                              d) hasta kıkırdak gelişim 
 
 
                                                    % 85 konfluenside 






   g) sağlıklı kıkırdak hücreleri                              h) hasta kıkırdak hücreleri 
 
Şekil 26. Sağlıklı ve osteoartiritik primer kıkırdak hücrelerin kültivasyonun farklı evrelerindeki 
faz kontrast mikroskobu mikrografileri. (Oklar hücrelerin sağlıklı ve OA gruplar arasındaki 





3.2.2.2. In Vitro Osteoartirit Modelinin Oluşturulması 
Literatürde in vitro hastalık modellerinin oluşturulması için genelde insan kaynaklı 
osteoartiritik ve ön-enflamatuar sitokinler kullanılarak osteoartiritik yapılan kıkırdak hücreleri 
kullanılmaktadır. Hayvan hücreleri kullanıldığında rat, tavşan, v.b. ile izolasyon 
gerçekleştirilmektedir (KAVAS, 2010; CHOI, 2002; KUROKI, 2002). Bu projede, 3 boyutlu 
model olarak agaroz içine hapsedilmiş osteaortiritik tavşan kıkırdak hücreleri kullanılmıştır. 
Agaroz, kıkırdak hücrelerinin karakteristik yuvarlak morfojilerini korumasına uygun ve 
hücrelerin rahat beslenebilmesi için metabolitlerin ve gazların kolaylıkla difuzyonla 
gecebileceği bir ortam sağlamaktadır (KAVAS, 2010). Şekil 27’de görüldüğü gibi hücreler 





Şekil 27. 3 günlük inkübasyon sonunda agaroz içerisine hapsedilmiş osteoartiritik kıkrdak 
hücrelerinin faz kontrast mikroskobu mikrografileri (10X büyütme) 
 
3.2.2.3.Glikozaminoglikan (GAG) Miktarları ile İlgili Sonuçlar 
Projenin ilk aşamalarında agaroz ve kıkırdak hücreleri 1:1 oranında karıştırıldıktan sonra iki 
cam arasına dökülmüş ve jelleşme gerçekleştikten sonra biyopsi puncher ile diskler 
kesilmiştir. Ancak dökme sırasında oluşan baloncuklar ve hızlı jelleşme nedeniyle homojen 
agaroz diskleri elde edilemediği için hücre-agaroz karışımının belirli miktarlarda doğrudan 
hücre kültür kabı kuyucuklarına eklenmesine karar verilmiştir. Bu sayede daha yüksek 
konsantrasyonda hücre ile deneyler başlatılabilmiştir. 
Oluşturulan üç boyutlu yapıda in vitro osteoartirit modeli için hücreler iki hafta boyunca IL1-β 
(20 ng/ml) varlığında inkübe edilmiştir (COOK, 1999). Raporun yöntemler kısmında Şekil 
4’de verilen düzenek ile 1 µm gözenekliliğe sahip insertler üzerine konan mikroküreler bu 
sisteme eklenmiş ve aynı ortamda salım yapması sağlanmıştır. Böylece, vasat değişimi 
sırasında insertlerin alınması, dolayısıyla mikroküre kaybı önlenmiştir. 
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GAG miktarları kolorimetrik bir yöntem olan DMMB yöntemiyle incelenmiştir. Hücrelerin 
salgıladıkları toplam GAG miktarı hücre vasatına salınan ve hücre tarafından hücredışı 
matriksi olarak depolanmış GAG miktarları olarak ayrı ayrı hesaplanmıştır. GAG tayini için 4-
kondroitin sülfat standartları kullanılarak kalibrasyon eğrisi elde edilmiştir (Şekil 28). 
 
Şekil 28. GAG miktarının belirlenmesinde kullanılan kalibrasyon eğrisi 
 
Şekil 29’da agaroz matriksine hücreler tarafından depolanan GAG miktarları 9 ve 15 günlük 
inkübasyonlar sonunda ölçülmüştür. D MS ve D-CS MS’den 5 mg alınmış ve yaklaşık 200 µl 
vasat ile karıştırılıp disklerin üzerine konulduktan sonra salımı yapması ve böylece tedavi 
etkinliğinin incelenmesi sağlanmıştır. Doksisiklin, matriks metalloproteinazları (MMP) ve 
kıkırdak yapısındaki temel proteinlerden kollajenin yıkımını engellediği in vitro koşullarda 
gösterilmiş bir antibiyotiktir (NORDSTROM, 1998; SIEMONSMA, 2003, PATEL, 1999). 
Doksisiklinin MMP aktivitesini artiritte, periodonditiste (GAPSKI, 2004) ve aortik anevrizmada 
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Şekil 38. Osteoartrit oluşturulan eklem kıkırdağında bulunan lezyonlu bölge. Ok lezyonlu 
bölgeyi göstermektedir. 
 
Şekil 39’da tavşanların kollajenaz enjeksiyonundan 3 hafta sonraki radyografileri  
görülmektedir. Bu deneklerin radyolojik skoru önden 2, yandan ise 1 olarak tespit edilmiştir. 
Deneysel osteoartrit oluşum süresi enjeksiyonları takiben 6 haftadır (KIKUCHI, 1998). 
Enjeksiyondan 6 hafta sonra eklem radyografilerinde 3 numaralı örnekte sağ (R) ve sol (L) 
eklemlerin önden ve yandan görünüşlerinin radyolojik skorları 2 olarak belirlenmiştir (Şekil 
40).  2 numaralı ve 4 numaralı örneklerin sırasıyla sağ (R) önden ve sol (R) önden 
görünüşün radyolojik skor dereceleri 0 (sıfır) bulunmuştur. Diğer tüm eklemlerin skor 
derecesi 1’dir. Elde edilen ön radyolojik bulgular yapılan iki kollejenaz enjeksiyonları ile 
eklem kıkırdaklarında osteoartirit oluşumu sağlandığı sonucuna varılmıştır. Ancak radyolojik 
incelemelerin deneysel osteoartrit modelinde iyileşmenin takibi için tek başına yeterli bir kriter 












Şekil 40. Kollajenaz enjeksiyonundan 6 hafta sonra eklem radyografileri  
 
3.3.2. Mikroküre Uygulanmış Osteoartritli Eklemlerde İyileşmenin Değerelendirilmesi 
3.3.2.1. Radyolojik Değerlendirmeler  
Şekil 41’de 6 haftalık OA oluşumundan sonra tedavi edilmeden geçen 4 haftanın sonundaki 
eklem radyografileri görülmektedir. Bu eklemlerin radyolojik skorları, yandan 2 iken önden 
1’dir.   
 
 
Şekil 41. OA oluşturulmuş ancak tedavi edilmemiş tavşanların 4 hafta sonundaki 
radyografileri (kollajenaz enjeksiyonunundan 10 hafta sonra) a) önden b) yandan görünüş 
 
Diğer kontrol grubu hiyaluronan grubu olup OA oluşumunun 6. haftası tamamlandıktan sonra 
eklem içine hiyaluronan enjeksiyonu yapılmıştır. Deneklerin bir kısmı hiyaluronan 




hiyaluronan enjeksiyonun 4 haftalık tedaviden sonraki eklem radyografileri görülmektedir. 
Radyolojik skor derecesi 1’dir. Hiyaluronan (HA) eklem sıvısı ve kıkırdak matriksinin ana 
bileşenidir. HYA sayesinde eklem kayganlığı sağlanmış olunur. HYA uygulamasının tedavi 
etme seviyesi bilinmemesine rağmen, hastaların ağrılarını giderdiği klinik olarak tespit 
edilmiştir. Kıkırdak yüzeyinde meydana gelen HYA birikmesinin kondrosit parçalanmasını ve 
MMP-3 salgılanmasını enjeksiyonun ilk haftasında durdurduğu bilinmektedir. İkinci ve üçüncü 
haftalarda ise MMP-3’ün bloke edilmesi tespit edilmemiştir (JULOVI, 2004). HYA kıkırdak 
yüzeyinde engelleyici (bariyer) olarak görev yapar. Bu nedenle, HYA enjeksiyonu OA’i tedavi 
etmez, sadece kısa süreliğine enjeksiyonu takip eden zaman içinde OA oluşumunu geciktirir 
(JULOVI, 2004; JULOVI, 2008; HASHIZUME, 2009).  
 
Şekil 42. OA oluşturulmuş ve hiyaluronan enjekte edildikten 4 hafta sonraki eklem 
radyografileri a) yandan  b) önden görünüş 
 
Şekil 43’de ise ikinci grup hiyaluronan enjekte edilmiş ve 8 hafta sonunda termine edilmiş 
tavşanların radyografileri görülmektedir. Bu uygulamanın radyolojik skor değerleri 2 ve 4 
arasında değişmektedir. Buradan açıkça görülmektedir ki HYA uygulamasının olumlu sonuç 
vermesi 4 haftalık tedavi sürecinde görülmektedir. Ancak, süre uzadıkça tedaviden olumlu 
sonuç alınamamaktadır. Mikrokürelerin tek başına ekleme uygulanamaması ve HYA ile 
birlikte verilemsi gerekliliği bu uygulamaların 4 haftalık sadece HYA kontrol grubu ile elde 
edilen bu bulgulardan farklı sonuç alınamayacağını belirtmektedir. Bu sonuçlara dayanarak 
HYA ile birlikte enjekte edilecek olan mikrokürelerin 4 haftalık denemelerinin yerine 8 haftalık 
tedavilerde mikroküreler için 2 doz grubu oluşturulması uygun bulunmuştur. İn vivo HYA 
kontrol grubu sonucuna dayanarak yapılan bu uygulama projenin başlangıçında hedeflenen 
uzun süreli tedavi için geliştirilen ilaç salım sisteminin etkinliğinin incelenmesi amacına 








Şekil 43. OA oluşturulmuş ve hiyaluronan enjekte edildikten 8 hafta sonraki eklem 
radyografileri a) önden b) yandan görünüş 
 
Tedavi grupları D MS-doksisiklin ve D-CS MS-doksisiklin+kondroitin sulfat (D-CS) yüklü 
mikrokürelerdir. Bu mikroküreler yukarıda belirtilen sonuçlara ve eklem sıvısının-hacminin 
özellikleri dikkate alınmak suretiyle iki farklı doz (5mg and 7.5mg) olacak şekilde eklem içine 
uygulanmıştır. Şekil 44 ve 45’de ise, 8 hafta sonundaki sırasıyla hiyaluronan ile birlikte 5 ve 
7.5 mg D MS enjekte edilmiş eklemlere ait radyografiler görülmektedir. Şekil 44’de radyolojik 
skor değeri önden 3 iken yandan 4’tür. 7.5 mg D MS enjekte edilmiş eklemlere ait 
radyografilerin önden ve yandan radyolojik skor değeri 3 olduğu belirlenmiştir (Şekil 45). 
 
Şekil 44. OA oluşturulmuş ve 5 mg D MS enjekte edildikten 8 hafta sonraki eklem 









Şekil 45. OA oluşturulmuş ve 7.5 mg D MS enjekte edildikten 8 hafta sonraki eklem 
radyografileri a)önden b)yandan görünüş 
 
Şekil 46 ve 47’de ise sırasıyla 5 ve 7.5 mg D-CS MS enjekte edilmiş eklemlere ait 
radyografiler görülmektedir. Eklemlere mikroküreler önceki grupta olduğu gibi hiyaluronan ile 
enjekte edilmiş ve 8 haftalık tedavi süresi sonunda radyografileri çekilmiştir.  
 
 
Şekil 46. OA oluşturulmuş ve 5 mg D-CS MS enjekte edildikten 8 hafta sonraki eklem 
radyografileri a)önden b)yandan görünüş 
 
5 mg D-CS MS enjekte edilmiş eklemlerin skor derecesi önden 2 iken, yandan 3 
bulunmuştur. 7.5 mg D-CS MS enjekte edilmiş eklemlerin ise önden 1 iken yandan 2 
bulunmuştur. Buradan anlaşıldığı kondroitin sülfat ile birlikte doksisiklin uygulanması ile 









Şekil 47. OA oluşturulmuş ve 7.5 mg D-CS MS enjekte edildikten 8 hafta sonraki eklem 
radyografileri a)önden b)yandan görünüş  
 




Şekil 48. Sağlıklı tavşan eklemi a)önden b)yandan görünüş 
 
Şekil 49’da ise OA oluşturulmuş ancak 6. haftadan sonra 8 hafta tedavi edilmeksizin 
bekletildikten sonra sonlandırılmıştır. Bu eklemlerin radyolojik skor derecesi her iki yönden 
görünüş için 4’tür. Burada osteofit oluşumu belirginleşmiş ve ciddi oranda eklem boşluğu 









Şekil 49. OA oluşturulmuş ancak tedavi edilmemiş tavşanların 8 hafta sonundaki 
radyografileri (kollajenaz enjeksiyonunundan 14 hafta sonra) a) önden b) yandan görünüş 
 
Radyolojik değerlendirmeler eklemlerin histolojik ve mekanik analizlerini desteklemek 
amacıyla yapılmaktadır. Ancak bunlar in vivo OA modelin değerlendirilmesinde yeterli oranda 
kanıtlayıcı unsur oluşturamamaktadır. Bunun nedeninin eklemlerin küçüklüğünden 
kaynaklanan skorlama zorluklarıdır. Bununla birlikte radyolojik skorlama da elde edilen 
ortalama sonuçlar 7.5 mg D-CS MS tedavi grubunun OA tedavisi için diğer gruplara nazaran 
daha iyi olduğunu göstermektedir.  
3.3.2.2. Biyomekanik Değerlendirmeler 
Kıkırdak mekanik özelliklerinin belirlenmesi için sınırsız gerilme boşalma (stress-relaxation) 
testi yapılmak istenmiştir. Bu amaçla kalınlığı ve çapı eşit olacak şekilde parçalar kesilmesi 
gerekmektedir. Eklem yüzeyindeki kıkırdak dokusunun bistüri ile kesilerek belirli boyutta 
parçalar alınması denenmiştir. Ancak tavşan ekleminin çok küçük ve girintili yapıda olması ve 
kıkırdak dokusunun çok ince olması sebepleriyle ancak çok ince (1 mm’den az kalınlıkta) ve 
farklı boyutlarda kıkırdak parçaları hazırlanabilmiştir. Bu parçalara gerilme boşalma testi 
denendiğinde testin karakteristik grafikleri alınamamış ve anlamlı sonuçlar elde 
edilememiştir. Daha kalın örnekler oluşturabilmek amacıyla eklemler, kıkırdak yüzeyi 
dışarıda kalacak şekilde epoksi resin içerisine gömülmüş ve düşük hızlı testere ile yaklaşık 3 
cm kalınlığında Şekil 3.50A’da görülen kıkırdaklı bölge kesilmiştir. Bu kesilen kısımdan 
biyopsi kalemi aracılığıyla belirli şekilde ve boyutta kıkırdak içeren diskler çıkarılmak 
istenmiştir. Bu aşamada kesitlerin parçalanması ve her denemede yüzey özellikleri eşit 
olmayan parçalar elde edilmesi yine gerilme boşalma testlerinin uygulanamamasına neden 






Şekil 50. Mekanik testlere hazırlık için epoksiye gömülmüş tavşan eklemi 
 
Bu nedenle biyomekanik testler, tedavi görmüş ve görmemiş tavşanların terminasyonu 
sonrasında kıkırdak yüzeyine indentasyon ile sertlik değerleri ölçülerek yapılmıştır. Kıkırdak 
dokusunun biyomekanik özelliklerindeki değişimler, tedavi sonrası sertlik (hardness) 
değerlerindeki farklılıklarla belirlenmiştir. Özellikle kıkırdak türü viskoelastik malzemeler için 
kullanılan sertlik test cihazı ile yapılan ölçümlerde düşük değerler doku dayanımının 
azalmasına yönelik gösterge olarak görülmektedir. Kıkırdak dokusunda OA gelişimi hem 
lokal hem de alansal olarak yaygın ve değişik kısımlarda görülebilmektedir. Tüm deney ve 
kontrol gruplarındaki tavşan kıkırdaklarında lateral ve medyal kondil için ayrı ayrı yapılan 
ölçüm sonuçları Şekil 51 ve Şekil 52’de sunulmaktadır. Bu sonuçlarda herhangi bir tedavi 
görmemiş OA’lı eklemlerin en düşük sertlik değerinde olduğu görülmüştür. Bu da OA sonucu 
eklem kıkırdağının indentasyona dayanımının azaldığı ve sertliğini kaybettiğini belirtmektedir. 
Eklemlerin her iki kısmındaki ölçümlerde de sağlıklı gruptaki sonuçların en yüksek değerlerde 
ve literatürdeki mekanik test sonuçlarıyla uyumlu olduğu görülmüştür (BAE, 2003; 
DARMANIS, 2006; NIEDERAUER, 2004). Lateral kondyl mekanik test sonuçlarına göre 
(Şekil 51) tedavi grupları arasında 5mg D-CS içeren mikroküreler sağlıklı grup ile hemen 
hemen aynı değerde bulunmuştur. Bunlara en yakın sertlik değeri ise CS içeren diğer grupta 
(7.5 mg D-CS) görülmüştür. Diğer tedavi grupları (5 ve 7.5 mg D MS), sadece Hyaluronan 
içeren grup ve tedavi içermeyen gruptaki sertlik değerlerinin sağlıklı kontrolden istatistiksel 
olarak anlamlı düşük olduğu gözlenmiştir. Tedavi gruplarında ise 5 mg D-CS grubu ile HYL 
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Şekil 53. Üstte hematoksilen eozin, altta Masson trikromla boyalı 1- 3 dile derecelendirilmiş 
osteoartritli eklem kesitleri görülmektedir. Yüzey devamlılığının değişen derecelerde olduğu 
ve kondrosit düzeninin yer yer bozulduğu dikkati çekmektedir.  
 
 
Şekil 54. Solda hematoksilen eozin, sağda Masson trikromla boyalı grade sağlıklı eklem 
kesitleri görülmektedir. Eklem kıkırdağının yüzeyinin kesintisiz ve düzgün olduğu 
izlenmektedir.  
 
Mankin ve OARSI (Pritzker) skorları tüm gruplarda birbiriyle istatistiksel olarak anlamlı güçlü 
olumlu korelasyon göstermiştir. Bu iki skorlamanın tanımlayıcı istatistiksel verileri Tablo 2 ve 
Tablo 3’de (Bölüm 2) görülmektedir. OA grupları (OA Model grubu ve OA tedavisiz kontrol 
grubu) sağlıklı kontrol grubu ile karşılaştırıldığında 3’ten 5’e doğru artan istatistiksel olarak 
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yüksek Mankin/Pritzker skor değerine sahiptir (p=0.00). Bu sonuç bize OA modelin başarı ile 
oluşturulduğunu göstermektedir. Tüm tedavisiz OA gruplarında izlenen orta ile ileri düzeydeki 
kıkırdak hasarının tedavi gruplarında değişen derecelerde düzelme gösterdiği 
gözlemlenmiştir. Fakat, hiçbir eklem sağlıklı kontrolle aynı skor değerlerini vermemiştir (Şekil 
55 ve 56, Tablo 8 ve 9).  
 
Şekil 55. A-C’de sağlıklı eklem kıkırdağı düz kıkırdak yüzeyi, intact kemik kıkırdak bileşkesi 
ve sağlıklı kondrosit morfolojisi göstermektedir.  D-L, fibrilasyon, yarık oluşumu (K’da) matriks 
dejenerasyonu ile safranin O boyanmasında azalma  (F, I ve L) ve hücre içeriğinde 
değişikliklerle giden farklı derecelerde OA kaynaklı eklem dejenerasyonu göstermektedir. 
F’de kemik ekspoze olmuştur. Hiyaluronan gruplarındaki eklem dejenerasyonu  (G-L) ise 
tedavisiz OA grubuna göre daha azdır. OA:  Osteoarthritis, HE: Haematoksileneozin, MT: 
Masson trikrom, SO: SafraninO. 
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Kıkırdak lezyonları farklı dereceli safranin-O boyama kayıpları, yüzey fibrilasyonu, dikey 
yarıklar ve kondrositlerde sayıca azalma ya da çoğalma, hipertrofi ya da dejenerasyon olarak 
görülmüştür. 8 haftada kıkırdakta en çok hasar tek başına uygulanan hiyaluronan tedavi 
gruplarında izlenmiştir.  
Dört haftalık hiyaluronan tedavisi (Mankin p=0.005, Pritzker p=0.018), hiyaluronan –DMS 
(5mg -Mankin p=0.017, Pritzker p=önemsiz -ve 7.5 mg-Mankin p=0.00, Pritzker p=0.006-) ve, 
hiyaluronan –D-CSMS (5 mg-Mankin p00.00, Pritzker 0.00- ve 7.5 mg-Mankin p=0.00, 
Pritzker p=0.00) tedavileri tedavisiz OA kontrol grubu ile karşılaştırıldığında Mankin/Pritzker 
skorları anlamlı biçimde düzelmektedir (Şekil 55 ve 56, Tablo 8 ve 9) 
D-CS MS-hiyaluronan grupları tek hiyaluronan grupları ile karşılaştırıldığında daha iyi skor 
derecelerine sahip olduğu sonucuna varılmıştır. Fakat farklar sadece 4 haftalık hiyaluronan 
ile 7.5 mg D-CS MS grubu arasında (Mankin p=0.022);  ve  4 hafta hyaluronan ile 5mg, 7.5 
mg D-CSMS grupları arasında (sırasıyla 5mg Mankin p=0.014, Pritzker p=0.011 için ve, 7.5 
mg  Mankin p=0.005 Pritzker p=0.003) istatistiksel olarak anlamlı olduğu bulunmuştur (Şekil 
55 ve 56, Tablo 7 ve 8). D-MS-hiyaluronan ve D-CSMS-hiyaluronan gruplarının histolojik 
olarak benzer ve istatistiksel olarak anlamlı fark göstermeyen iyileştirici işlevselliğe sahip 
olduğu görülmüştür. Tek istisna ise istatistiksel olarak yüksek Pritzker skora sahip olan 7.5 
mg D-CS MS-hyaluronan grubu ile 5 mg D-MS-hiyaluronan grubu olarak bulunmuştur. 





Şekil 56 Farklı tedavi gruplarına ait eklem kıkırdakları hafif ila orta derecede, fibrilasyonu 
kondrosit dejenerasyonu ve matriks hasarı ile giden OA kaynaklı eklem kıkıkırdağı 
değişiklikleri göstermektedir. Tüm gruplarda dejenrasyonun şiddeti tedavisiz OA grubuna 
göre daha iyidir.  Bazı tedavilerle safranin O boyanması geri kazanılmaktadır ( C F, IveL).  J 
ila L’de hafif pürtüklü ya da düz eklem yüzeyi görülmektedir. OA:  Osteoarthritis, HE: 





































4. SONUÇLAR ve ÖNERİLER 
Bu projede, doksisiklin ve doksisiklin-kondroitin sülfat yüklü mikrokürelerin osteoartrit 
hastalığını tedavi potansiyeli araştırılmıştır. Polimer olarak molekül ağırlığı 14 kDa olan 
polikaprolakton (PCL) kullanılmıştır. Konvansiyonel tedavilerde (NSAIDS) ana hedef, ağrının 
geçirilmesi ve hastanın rahatlatılmasıdır. Ancak bu yaklaşımların hastalığın seyrini 
değiştirmediği için tedavi etkinliği yoktur. Bu projede geliştirilen OA tedavi yaklaşımının 
konvansiyonel tedavilere alternatif olması hedeflenmiştir. Bu amaçla daha önceden 
hazırlanmış olan doksisiklin yüklenmiş PCL(14 kDa) mikroküreler ile proje kapsamında 
geliştirilen doksisiklin-kondroitin sülfat yüklü PCL(14 kDa) mikrokürelerin hücre kültürü ve 
canlı uygulamaları yapılmıştır. Eklem içine enjeksiyon için en önemli faktörlerden biri olan 
mikroküre boyutu, hazırlanan doksisiklin-kondroitin sülfat yüklü mikroküreler için ortalama 12 
µm’dir.  Bu boyutcanlı çalışmaları için oldukça uygundur. Yapılan ilaç salım profili 
araştırmaları üç ay sonunda yüklenen ilacın yaklaşık % 37’sini saldığını göstermiştir. Toplam 
salınan ilaç miktarı ise 1.85 mg kadar bulunmuştur. Uygulanan dozlarda doksisiklinin ve 
mikrokürelerin biyouyumluluğu 3T3 hücreleri ile görüldükten sonra hücre ve canlılarda 
biyoetkinlik deneylerinde kullanılmışlardır. 
Hücre kültüründe osteoartritli tavşandan alınan kıkırdaktan hücre izolasyonu yapılmıştır. 
Kıkırdak ortamını canlandırmak amacıyla hücreler agaroza gömülmüş ve üç boyutlu olmaları 
sağlanmıştır. Aynı şekilde, hücre kültür vasatına ilave edilen iltihaplanmayı sağlayan 
sitokinlerden olan interlökin 1-beta ile de hastalıklı eklem sıvısı ortamı oluşturulmuştur. Hücre 
ve vasat ayrı ayrı toplanıp değerlendirilmiş ve 9 ve 15 günlerin sonunda GAG, kollajen ve 
MMP-13 tayinleri yapılmıştır. Buna göre, disklerdeki GAG miktarları beklenenlerden yüksektir 
ve gruplar arasında anlamlı değişiklik göstermemektedir. Bu da uygulamaların GAG sentezi 
üzerinde moleküler düzeyde bir ektisi olmadığını göstermektedir. Vasata salınan GAG 
miktarlarında ise ancak 15. güne geldiğinde farklılıklar belirginleşmiştir. Tek başına IL-1β 
eklenen kontrol grubunun vasata salmış olduğu GAG miktarı, IL-1β eklenen tedavi 
gruplarından yüksektir. Bu sonuç doksisiklinin OA ile ilgili enzimler üzerindeki engelleyici 
etkisinin zamanla ortaya çıktığını göstermektedir. GAG mikatrlarinda tedavi gruplarında 
görülen tutarlılık kollajen miktarlarında gözlenmemiştir. Bunun sebebinin ise uygulanan IL-
1β’nın kollajen parçalanması için yeterli doz ve sürede olmamasından dolayı, GAG için 
görülen parçalanma etkilerini gösterememesi olabileceği düşünülmektedir. Yapılan 
çalışmalarda doksisiklinin MMP-13 ortalama değerlerini kontrol düzeyine düşürüldüğü ve 
sadece doksisiklin  içeren mikrokürelerin bu anlamda daha oldukça başarılı sonuç verdiği 




Canlı ile yapılan çalışmalarda ise, doksisiklin (D MS)  ve doksisiklin-kondroitin sülfat (D-CS 
MS) yüklü mikroküreler, 5 mg ve 7.5 mg olacak şekilde iki doz olacak şekilde hiyaluronan ile 
karıştırılmak suretiyle eklem içine enjekte edilmiştir. D MS-hiyaluronan ve D-CSMS-
hiyaluronan grupları histolojik olarak benzer ve istatistiksel olarak anlamlı fark göstermeyen 
iyileştirici işlevselliğe sahip olduğu görülmüştür. İstatistiksel olarak, 7.5 mg D-CSMS-
hyaluronan ile 5 mg DMS-hiyaluronan gruplarının yüksek Pritzker skora sahip olduğu 
görülmüştür. Bununla birlikte biyomekanik ve radyolojik değerlendirmelerde salım sistemine 
CS eklenmesiyle sadece Doksisiklin taşıyan mikrokürelere göre daha iyi sonuçlar alınmıştır. 
Sonuç olarak, doksisiklin-kondroitin sülfat birlikte yüklenmiş olmasının beklenilen düzeyde 
olmasa da tedaviye olumlu kazanım sağladığı görülmüştür. D ve D-CS yüklü mikrokürelerin 
enjekte edildiği grupların HYA enjekte edilmiş ve tedavi görmemiş gruplarla 
karşılaştırıldığında genel olarak tedavi potansiyellerinin değerlendirmelerinin daha iyi olduğu 
gözlenmiştir. Kondroitin sülfat, kıkırdak dokusu için oldukça önemli bir bileşendir. Bu nedenle 
bu ajanın tedavi için önemli bir avantaj sağlaması beklenmiştir. Ancak, kondroitin sülfatın 
sudaki çözünürlüğünün yüksek olması, bu ajanın PCL’e yüklenmesinin yeterli düzeyde 
sağlanamaması ile ilgili olabileceğini düşündürmektedir. 
Bu projedeki amaca yönelik ileride yapılacak araştırmalarda kondroitin sülfatın yükleme 
verimini arttıracak yaklaşımlarla mikroküre oluşturulmasının daha etkin sonuçlar sağlayacağı 
düşünülmektedir. Kollajenin in vitro parçalanmasını gözlemleyebilmek için hücre kültürü 
deney süresinin daha uzun (bir aylık yapılması) veya uygulanan IL-1β konsantrasyonun 
arttırılması da önerilmektedir. Ayrıca bu araştırmalarda OA oluşumu ve ilerlemesi hakkında 
daha ayrıntılı yorum yapabilmek için MMP-3 seviyesinin de ölçülmesi sonuçları destekleyici  
olacaktır. 
Bunlara ek olarak, canlı deneylerindeki doz çalışmasının 5 ve 7.5 mg ile sınırlı kalmayıp, 
uygulanabilir daha yüksek dozlara çıkarılmasının tedavi etkinliği-doz ilişkisi oluşturulması 
yönünden daha fazla bilgi üreteceği düşünülmektedir. Dozla birlikte tedavi süresi de 
arttırılarak, uzun süreli salımın canlı deneylerle ispat edilmesi yoluna gidilmelidir. Bu projede 
yürütülen in vivo deneylerin bir limitasyonu tavşan denekler kullanılmasıdır. Tavşanların 
eklem bölgesinin boyutlarının küçük olması, yapılarının çok hassas olup uzun süre takip 
edilememeleri gibi sorunlar yukarıda belirtilen doz arttırılması, süre uzatılması v.b. öneriler 
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Projede, Polikaprolakton (PCL) mikrokürelere Matriks metalloproteinazları (MMP) engelleyici etkisi 
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